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Capitulo 1

1. Disefo, sintesis y caracterizacion de inhibidores de la
fusion de VIH-1 analogos del péptido C34 de gp41con
aminoacidos D

1.1. Introduccion

La infeccion por VIH es una infeccién causada por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) que paulatinamente es capaz de causar la destruccion del sistema inmune,
permitiendo que otras infecciones oportunistas o diferentes tipos de cancer ataquen al
organismo'?, a esta ultima etapa se denomina sindrome de inmunodeficiencia adquirida o
SIDA. El VIH es un retrovirus compuesto de un genoma de ARN y una transcriptasa inversa
que usa el ARN viral como molde para hacer ADN complementario que puede integrarse al
del organismo huésped. VIH es una enfermedad que esta expandiéndose a grandes pasos
sin que hasta ahora exista una vacuna o tratamiento definitivo. De acuerdo con
UNAIDS/WHO (del ingles, The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS / World Health
Organization) 39.5 millones de personas estaban conviviendo con VIH y 2.9 millones de
personas murieron a causa de SIDA o enfermedades asociadas en el 2006°.

Este virus sélo puede replicarse cuando esta dentro de una célula diana, los linfocitos T
CD4+ de la sangre. Las proteinas de la cubierta del virus reconocen el receptor CD4 y los
co-receptores CXCR4 y CCR5, las cuales son proteinas de la membrana de la célula
huésped. Una vez el virus entra en la célula este se despoja de las proteinas de la cubierta 'y
la capside y libera el material genético con las enzimas que contiene. Para entender como
funcionan los medicamentos anti-VIH, es util conocer el ciclo de vida del virus. El proceso
infeccioso esta marcado por las siguientes etapas (Figura 1):

e Circulacion del virus en los fluidos internos.

e Uniodn: al receptor de membrana de los linfocitos CD4.

e Internalizacion: por fusion a la membrana de la célula infectada.

e Trascripcion inversa: copiado del ARN por la transcriptasa inversa a ADN. En este
punto esta enzima actia como una ADN polimerasa dependiente de ARN.

e Integracion: EI ARN es degradado por la ARNsa H codificada por el virus. Ahora la
transcriptasa inversa actia como una polimerasa dependiente del ADN y copia una
doble hebra de ADN. Esto es denominado pro virus.

e Transcripcion: La doble hebra de ADN es integrada dentro del ADN de la célula
huésped usando la enzima integrasa. EI ADN viral es copiado junto con el ADN
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celular. EI ARN gendmico es copiado y procesado a partir del ADN integrado por las
enzimas de la célula.

e Sintesis de proteinas virales, las cuales se denominan poli-proteinas. Las poli-
proteinas son fragmentadas en pequefias piezas antes de crear un nuevo virus. Este
procesamiento es realizado por la proteasa viral.

e Ensamblaje: Las nuevas proteinas son ensambladas en nueva particulas virales.

o Liberacién de nuevas particulas virales: Las nuevas particulas virales salen de la
célula para infectar nuevos blancos.

Figura 1. Ciclo de replicacion del VIH
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1.1.1. Tipos de medicamentos anti-VIH

Los medicamentos en el mercado estan dirigidos a puntos especificos del ciclo viral*, como
son (Tabla 1):
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1.1.1.1. Inhibidores de la transcriptasa inversa

Estos medicamentos interfieren en la accion de la transcriptasa inversa del VIH-1
previniendo que el material genético del virus sea usado para generar nuevos virus.
Actualmente, hay dos tipos de inhibidores de transcriptasa inversa analogos de
nucledsidos/nucleétidos y los no nucledsidos.

Analogos de nuclebsidos: AZT (Retrovir), ddl (Videx), ddC (Hivid), 3TC (Epivir), d4T (Zerit).
Algunas veces son llamados inhibidores nucledsidos de transcriptasa inversa (nucleoside
reverse transcriptase inhibitors, o NRTI). Estos imitan nucleétidos presentes en material
genético. La transcriptasa inversa convierte el ARN del VIH en ADN, construyendo una
nueva cadena de nucledtidos, esta es inhibida por nucledsidos analogos que finalicen
anticipadamente la sintesis de la cadena. Por ejemplo, los analogos de la timina, AZT y d4T.
La efectividad de este tratamiento requiere la combinacion paralela de diferentes farmacos
que analogo de los diferentes nucleotidos.

Andlogos no nucleédsidos: (Non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors, o NNRTI). Estos
compuestos interfieren también en la accién de la transcriptasa inversa, pero el mecanismo
de inhibicion es diferente. Estos se unen a la enzima y bloquean su accion catalitica.
Algunos de estos medicamentos son nevirapine (Viramune), delavirdine (Rescriptor) y
efavirenz (Sustiva, DMP-266).

1.1.1.2. Inhibidores de la integrasa

Los inhibidores de la integrasa interfieren en la accion de la enzima y previenen la insercion
del ADN viral en el material genético del nucleo de la célula infectada. Actualmente no hay
inhibidores de integrasa aceptados®. Sin embargo, los farmacos MK-0518 (raltegravir) y GS-
9137 estan en proceso de estudio.

1.1.1.3. Inhibidores de la proteasa viral

Los medicamentos inhibidores de la proteasa interfieren el procesamiento de las poli-
proteinas (cadenas largas de proteinas) del VIH, antes de que se conviertan en proteinas
funcionales. Cuando los inhibidores de proteasa actuan, la enzima no trabaja
apropiadamente, y se producen particulas de VIH vacias, que no pueden infectar otras
células sanas. Los inhibidores de proteasa disponibles son saquinavir (Fortovase o Invirase),
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indinavir (Crixivan), ritonavir (Norvir) y nelfinavir (Viracept).

1.1.1.4. Inhibidores de la entrada del virus

Estos inhibidores son antagonistas del co-receptores de quimiocinas (CCR5 y CXCR4) que
junto con el receptor CD4 estan involucrados en el proceso de entrada del virus dentro del

linfocito®.

1.1.1.5. Inhibidores de fusion

Los inhibidores de fusién evitan la infeccion de VIH inhibiendo la union o fusién con la célula
diana. La glicoproteina 41 de VIH, o gp 41, la subunidad transmenbranal de la cubierta (Env)
ha emergido recientemente como una diana viable en la busqueda de inhibidores de la
fusion. si el virus no puede entrar en la célula, este no puede replicarse y causar la
enfermedad. Actualmente solo el péptido T-20 (Fuzeon, infuvirtide) esta aprobado para ser
usado en humanos’.

1.1.1.6. Combinacion de medicamentos

La combinacién de medicamentos permite atacar la infeccion por VIH en mas de un punto
del ciclo de vida viral. El virus puede mutar y en este proceso se generan cepas resistentes
a farmacos especificos. El uso de diferentes farmacos obliga al virus a mutar mas, este
fendmeno hace que se creen variantes tan mutadas, que pueden llegar a debilitarse o llegar
a ser incapaces de funcionar. Al mismo tiempo, el ataque de diferentes etapas del desarrollo
viral permite disminuir la probabilidad de infeccién de otras células. Estas dos acciones
permiten aumentar la probabilidad de disminuir el avance de la enfermedad.

1.1.2. Entrada y fusion del virus

La estructura del virus posee una cubierta exterior (env) cuya composicion en gran parte se
compone de membrana plasméatica de la célula diana. La fusibn es promovida por un
complejo de glicoproteinas localizadas en la cubierta viral, que es codificada por el material
genético del virus y producidas por la célula infectada como la poli-proteina precursora

gp1608. Esta proteina es procesada para dar lugar a dos subunidades que permanecen
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asociadas en trimeros de forma no covalente, una unidad superficial o gp120 y una unidad
transmembranal o gp 41 (Figura 2). Sélo un trimero del complejo gp120/gp41 es suficiente
para que el virus pueda entrar en la célula®. La unidad superficial gp120 es la responsable
de reconocer y unirse al receptor de membrana de la célula diana CD4 y co-receptores.
Después del reconocimiento de la célula diana, gp41 sufre un cambio conformacional que

produce el acercamiento de las membranas viral y del célula T'%"2.

Tabla 1. Medicamentos usados en el tratamiento de infecciéon por VIH aprobados por la FDA®.

Fecha de
Nombre Otros nombres Laboratorio
aprobacion
Medicamentos combinados de diferentes clases
Atripla efavirenz, emtricitabine, tenofovir disoproxil Bristol-Myers Squibb y Gilead 12-7-2006
fumarato Sciences
Inhibidores nucledsidos de la transcriptasa inversa (NRTIs)

Combivir  [lamivudine y zidovudine GlaxoSmithKline 27-9-1997

Emtriva emtricitabine, FTC Gilead Sciences 2-7-2003
Epivir lamivudine, 3TC GlaxoSmithKline 17-11-1995

Epzicom abacavir y lamivudine GlaxoSmithKline 2-8-2004
Hivid zalcitabine, dideoxycytidine, ddC Hoffmann-La Roche 19-6-1992
Retrovir zidovudine, azidothymidine, AZT, ZDV GlaxoSmithKline 19-3-1987
Trizivir abacavir, zidovudine, lamivudine GlaxoSmithKline 14-11-2000
Truvada tenofovir disoproxil fumarato, emtricitabine Gilead Sciences, Inc. 2-8-2004
Videx EC  |enteric coated didanosine, ddl EC Bristol Myers-Squibb 31-10-2000
Videx didanosine, dideoxyinosine, ddl Bristol Myers-Squibb 9-10-1991
Viread tenofovir disoproxil fumarato, TDF Gilead 26-10-2001
Zerit stavudine, d4T Bristol Myers-Squibb 24-6-1994
Ziagen sulfato de abacavir, ABC GlaxoSmithKline 17-12-1998
Inhibidores no nucleésidos de la transcriptasa inversa (NNRTIs)
Rescriptor |delavirdine, DLV Pfizer 4-4-1997
Sustiva efavirenz, EFV Bristol Myers-Squibb 17-9-1998
Viramune  |nevirapine, NVP Boehringer Ingelheim 21-6-1996
Inhibidores de protease (Pls)
Agenerase |amprenavir, APV GlaxoSmithKline 15-4-1999

@ Esta tabla continta en la siguiente pagina.
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Aptivus tipranavir, TPV Boehringer Ingelheim 22-6-2005
Crixivan indinavir, IDV, Merck 13-3-1996
Fortovase |[saquinavir (se retiro del mercado) Hoffmann-La Roche 7-11-1997
Invirase saquinavir mesylate, SQV Hoffmann-La Roche 6-12-1995
Kaletra Lopinauvir, ritonavir, LPV/RTV /Abbott Laboratories 15-9-2000
Lexiva Fosamprenavir, FOS-APV GlaxoSmithKline 20-10-2003
Norvir ritonavir, RTV Abbott Laboratories 1-3-1996

Prezista darunavir Tibotec, Inc. 23-6-2006
Reyataz sulfato de atazanavir, ATV Bristol-Myers Squibb 20-6-2003
Viracept mesilato de nelfinavir, NFV Agouron Pharmaceuticals 14-3-1997

Inhibidores de la fusion
Fuzeon enfuvirtide, T-20 Hoffmann-La Roche & Trimeris 13-3-2003
Inhibidores de la entrada-antagonistas del co-receptor CCR5
Selzentry  |maraviroc Pfizer 6-8-2007

La entrada del virus a la célula T requiere del reconocimiento del receptor CD4 y de un co-

receptor'™

. La interaccion de gp120 con CD4 genera un cambio conformacional que
expone el sitio de unién al co-receptor. Estos cambios hacen a gp120 susceptible a la accién
de enzimas de la superficie celular que rompen enlaces disulfuro (disulfuro isbmeras, PDI),
aumentando el reconocimiento entre gp120 vy los co-receptores’®. Se han identificado dos de
estos co-receptores, CCR5 y CXCR4°®, los cuales son receptores de quimiocinas de linfocitos
T y macréfagos®. Después de la interacciéon de gp120 con el receptor de quimiocinas, se
produce una cambio conformacional entre el complejo gp120-gp41, que reestructura la gp41
acercando los extremos N-terminal (NHR) y C-terminal (CHR) de la proteina. Esto permite al
virus unirse a la membrana celular y de esta forma liberar la capside viral en el citoplasma

de la célula diana’®.

® CXCR4, receptor de quimiocina 4; CCRS5, receptor de quimiocina 5.

© Las quimiocinas son moléculas de bajo peso molecular que hacen parte de la respuesta inmune (8-14 kDa), que tienen la capacidad de
modular la actividad funcional de células individuales y de tejidos, muchas de ellas poseen propiedades quimioatrayentes, regulando el
trasvase de leucocitos hacia 6rganos y tejidos. Estas moléculas tienen estructuralmente en comdn la conservacion de cuatro residuos de
cisteina que se unen formando dos puentes disulfuro, fundamentales para la actividad de la molécula. Las quimiocinas se han clasificado
en dos grupos, CXC (Cys-X-Cys) y CC (Cys-Cys), dependiendo de si los residuos de cisteina estan sepaparados por otro aminoacido o

no.



Capitulo 1

Figura 2. Esquema de los gp41 de VIH-1 indicando las regiones en donde se encuentran los
péptidos que interaccionan para formar el nucleo hidrofébico. Se muestran las regiones que
son funcionalmente importantes: el péptido de fusidon, un enlace disulfuro, el dominio
transmembranal y el dominio citoplasmatico. La numeracion en cursiva indica la posicion de la
proteina precursora de gp41,la gp160, y los nimeros en la parte de superior de cada secuencia

indican la numeracion de cada uno de los péptidos".

1 34
WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL

1 36 |

SGIVQQANNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL ) Y
C34 . a8
H 1 /YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF
N36
638 3
DP178 (INFUVIRTIDE)
512 527 684 705
Péptido Péptidos Péptidos Dominio Dominio
de fusion N c transmembranal citoplasmatico
Posicién* Secuencia

512 AVGIGALFL GFLGAAGSTM GAASMTLTVQ ARQLLSGIVQ QONNLLRATE AQQOHT.LQLTV
N36
571 WGIKQTL.OQART TAVERYLKDQ QLLGIWGCSG KLICTTAVPW NASWSNKSLE QIWNHTTWME

631 WDREINNYTS LIHSLIEESQ NQQEKNEQEL LELDKWASLW NWEFNITNWLW YIKLFIMIVG

C34
691 GLVGLRIVFA VLSIVNRVRQ GYSPLSFQTH LPTPRGPDRP EGIEEEGGER DRDRSIRLVN

751 GSLALIWDDL RSLCLFSYHR LRDLLLIVTR IVELLGRRGW EALKYWWNLL QYWSQELKNS
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El cambio conformacional que sucede en el complejo gp120-gp41 después de la interaccion
con las receptores de la célula diana es el paso anterior a la internalizacién del VIH'. El
modelo propuesto considera que el cambio entre la estructura nativa y la estructura
fusiogénica ocurre secuencialmente. En primer lugar, se da una migracién del péptido de
fusion de gp41 hacia la membrana de la diana, este paso corresponde a la formacion de una
estructura intermediar, denominada prehorquilla (preharpin), la cual es un estado intermedio
después de la unién al receptor celular y antes de la formacion del haz de seis hélices.
Posteriormente, la proteina se pliega sobre si misma, dando lugar a la formacién de la
estructura fusiogénica de gp41, la cual termina en el acercamiento entre las dos membranas
(Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de fusién y entrada de VIH-1. A. gp1 entra en contacto con el receptor
C34. B. Se producen cambios conformacionales en gp120, por reduccion de enlaces disulfuro
que estabilizan la estructura prefusiogenica, esto incrementa el reconocimiento por parte de
los co-receptores (CXCR4 o CCRS5). Los cambios conformacionales se transmiten a gp41
provocando que el péptido de fusion de su extremo N-terminal se inserte en la membrana
celular. C, D. Activacion de gp41 con la formacion de un estado intermedio que involucra la
region helicoidal N-terminal (NHR) y la regidon helicoidal C-terminal (CHR) de gp41. E.
Formacion del haz de seis hélices entre CHR y NHR que desencadena la entrada del virus (La

interaccion de gp120 y gp41 se da en forma de trimeros)

~CHR

NHR

Membrana celular
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La conformacién fusiogénica de gp41 fue identificada a partir de la obtencion del
ectodominio de gp41, sin la secuencia correspondiente al péptido de fusion, el cual fue
eliminado por protedlisis. Por medio de este procedimiento se obtuvo el subdominio
helicoidal estable de la proteina, que esta conformado por un complejo de péptidos que
posen secuencias de regiones discontinuas de gp41'®. Estas secuencias correspondian a
las regiones N- y C-terminal de la proteina, denominados N51 y C43. Estos péptidos
resultantes forman un complejo trimerico de heterodimeros con un 100% de estructura
helicoidal. Todos estos fragmentos derivados de estas regiones han sido denominados
frecuentemente como N-péptidos y C-péptidos. La estructura cristalografica del ectodominio
se obtuvo a partir del complejo formados por los péptidos C34 y N36, versiones cortas de
N51 y C43%. La estructura ha sido descrita como un haz de seis hélices (trimer of harpins or
six helix bundle), donde tres unidades de C-péptidos se unen a tres cavidades hidrofébicas
de un nudcleo de N-péptidos. Los estudios precisan que los N-péptidos forman un nucleo
central de tres hélices paralelas, con tres C-péptidos helicoidales unidos alrededor, en
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direccién antiparalela'”?' (Figura 4).

Figura 4. Vista general del complejo N36/C34"". A. Vista axial B. Vista lateral . La hélices N36 se
representan de color azul y la hélices de C34 se muestran de color rosado. Los diagramas se
realizaron usando el programa VMD % C. Representacion de Edmundson *(proyeccion
helicoidal) del complejo N36/C34 como la proyeccion en dos dimensiones del haz de seis
hélices A. Los residuos de cada posiciones a y d de la helices N36 interaccionan entre si en el
nucleo hidrofébico central (en naranja) mientras las posiciones e y g de N36 interaccionan con

la posiciones a y d de las hélices C34 (en amarillo).

1.1.3. Inhibiciéon de la entrada y fusién del virus

La identificaciéon, caracterizacion de la estructura molecular y biologia del virus, sus
receptores celulares, asi como también la determinaciéon del proceso de entrada viral en
detalle, ha llevado al desarrollo de estrategias enfocadas en la inhibicion de la entrada de
VIH**. Este proceso incluye las siguientes etapas: reconocimiento a los receptores de la
célula diana, union del virus al receptor, interaccion del virus con los co-receptores celulares,

la fusién e internalizacidn dentro de la célula.

19



20

Capitulo 1

Una de las vias en el disefio de inhibidores de la entrada del virus esta dirigida a bloquear el
reconocimiento de las moléculas CD4 por parte de la proteina viral gp120. Inicialmente fue
propuesto el uso directo de versiones solubles de CD4.Sin embargo, en el tratamiento con
CD4, de pacientes con SIDA, se necesitaban usar dosis muy elevadas para obtener buenos
resultados®. Con el objetivo de mejorar la farmacocinética y la afinidad por la gp120 de VIH-
1 con minimos efectos inmunogénicos, se han desarrollado proteinas quiméricas del tipo
CD4-inmunoglobulina. Algunas de estas combinaciones son PRO 542 y PRO 140
(Progenics Pharmaceuticals, Tarrytown, NY) las cuales estan en fase de evaluacion clinica.
También se han usado anticuerpos monoclonales para bloquear el receptor CD4, uno de
estos anticuerpos es el denominado TNX-355 (Tanox, Inc., Houston, Texas), el cual se
encuentra en estudios clinicos®.

En esta misma linea se han propuesto inhibidores de la unién que disminuyan la produccion
del receptor CD4, ya que indirectamente estaria asociada la disminucién del poder infectivo
del VIH. Inhibidores de la fusiéon derivados de las ciclotriazadisulfonamidas tienen como
mecanismo de accion la disminucion del receptor CD4 en linfocitos y monocitos. La
ciclotriazadisulfonamida (CADA) es un macrociclo sintético con una amplio rango de
actividad en varias cepas de VIH?'.

Algunos inhibidores de la fusion, en fase de investigacion, son algunos polimeros sulfatados
y polianiones de naftaleno. Sin embargo, el mecanismo de accidon no es completamente
conocido y en pruebas clinicas has dado resultados ambiguos. No obstante, uno de estos
polimeros, PRO 2000 es capaz de unirse a CD4 y ha mostrado prevenir la transmision

vaginal de VIH en modelos primates 22°.

Los antagonistas de los receptores de quimiocinas CCR5 y CXCR4 son otra via en la cual
se ha enfocado el desarrollo de inhibidores la union del virus. Inhibidores, aun en desarrollo
contra esta etapa, son los analogos de quimiocinas (p.e RANTES® y sus ligandos naturales)
y compuestos no peptidicos como los derivados de piperazinil metilpiperidina *(SCH-D o
Vicriviroc, de Schering Plough), una nueva espirodicetopiperazina *'(AK602, Kumamoto
University en Japon) y un derivado del nlcleo de benzazepina *(TAK-652,Takeda
Pharmaceutical Company Limited, Osaka, Japan). Recientemente, el farmaco Maraviroc
(Selzentry, Pfizer) antagonista del co-receptor CCR5 ha sido aprobado para ser usado en
humanos por la FDA °.

9 RANTES: del ingles , Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted.
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1.1.4. Péptidos que inhiben la fusiéon

Previamente se ha hablado de las vias de inhibicion de fusién a través del bloqueo de la
interaccion de gp120 con los receptores celulares. Los mecanismos de fusién también
pueden bloquearse inhibiendo las interacciones o cambios conformacional de gp41. En este
frente, los péptidos han sido los principales protagonistas. Péptidos sintéticos, derivados de
la region C-terminal o N-terminal del ectodominio de gp41, bloquean la formacion del
complejo y potencialmente inhiben la entrada del virus****. La inhibicién se da cuando
péptidos C-terminales se unen a la region N-terminal de gp41, expuesta transitoriamente,
cuando adopta la conformacién intermediaria extendida previa a la fusion?"*°. Péptidos que
solapan las regiones enmarcadas por las secuencias de los péptidos N51 y C43 de la gp41
tienen una elevada actividad antiviral (Tabla 2). Los péptidos mas activos poseen

secuencias derivadas de la regién C-terminal®

. Incluso, se ha propuesto que péptidos
derivados de la region C-terminal podrian usarse como microbicidas tdépicos que puedan

bloquear la transmisién sexual de VIH a través de mucosas™®

T20 (Fuzeon™, Enfuvirtide, DP178) es un péptido derivado de la regién C-terminal de gp41
que esta aprobado para ser usado en el tratamiento de la infeccion por VIH-1, en pacientes
que han generado resistencia a otros antivirales. Su secuencia comprende la region entre
los residuos 638 a 673 de la proteina gp41 de VIH-1 LAI*’. Este péptido lineal de 36
residuos se sintetiza quimicamente con el grupo N-terminal acetilado y el grupo C-terminal
en forma de carboxamida y esta compuesto Unicamente de aminoacidos L. El medicamento
desarrollado a partir de T20, FUZEON ™, es un inyectable producido por Hoffmann-La
Roche Inc. T20 se une al intermedio conformacional expuesto durante la activaciéon de gp41.
Recientemente se ha encontrado evidencia de que la accion de T20 sigue varios
mecanismos, que incluyen su interaccién tanto con gp41 como con gp120%“°. Debido al
caracter peptidico de T20 es procesado rapidamente hasta sus aminoacidos constituyentes,
los cuales entran en el metabolismo normal del organismo. Esto se refleja en su bajo tiempo
de vida media, una dosis subcutanea de 90 mg de T20 tiene un tiempo de vida media de
3.8+0.6 horas.

A pesar de la eficiencia terapéutica de T20 se han encontrado cepas de virus resistentes*'*2.
Como segunda generacion de inhibidores peptidicos de la fusion, el péptido T1249 fue
disefado. Este esta compuesto de 39 residuos de secuencias derivadas de VIH-1, VIH-2 y
de VIS. En ensayos clinicos se encontré6 que este péptido era mas activo que T20 y que
mantenia su actividad aun contra cepas resistentes a T20*. Este péptido puede ser
adsorbido por la membranas ricas en colesterol, lo que aumenta la concentracion local y

21



22

Capitulo 1

aumenta su capacidad de inhibir la fusién**. Empero estas propiedades, los estudios clinicos
fueron suspendidos, por dificultades en sistema de formulacion farmacéutica de este
péptido, que hacia necesaria la administracién de cuatro dosis diarias *°, y el descubrimiento

de nuevas cepas virales resistentes*.

Tabla 2. Secuencias de los péptidos de la region C-terminal de gp41 (CHR) que inhiben la

fusion.

Péptido Secuencia

T20 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWE
T1249 WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF
T651 MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESONQQEKNEQELL-----------~-
T2410 MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESONQQEKNEQELLEL---------~-
C34 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL----------~--
C43 NHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQONQQEKNEQELLELDKW-------

En esta misma linea de péptidos inhibidores de la fusion y como una tercera generacion, se
estan investigado dos péptidos, TRI-999 y TRI 1144, los cuales han mostrado ser activos en
cepas resistentes a T20 y T1249*. Estos péptidos se disefiaron a partir de una secuencia C-
terminal de gp41 desplazada hacia la regién amino respecto a T20. TRI-999 tiene una
secuencia nativa de gp41 con un acido graso unido a una lisina interna. TRI-1144 ademas
contiene motivos para estabilizar la estructura helicoidal, como puentes salinos y
substituciones por alanina a lo largo de la secuencia de la regién C-terminal. A pesar de la
gran cantidad de mutaciones TRI-1144 es capaz de formar complejos estables con péptidos
de la region N-terminal*®. Estos péptidos se encuentran en estudios clinicos preliminares.

Otros péptidos derivados de la regién C-terminal de gp41 como C34 (residuos 628-661) y
T651 (residuos 626-661) presentan mayor actividad y reducida susceptibilidad a resistencia
que T20. Sin embargo su usé como medicamentos se ha visto limitada por su baja
solubilidad en medios acuosos®. A diferencia de T20, C34 posee en su secuencia el
fragmento que interacciona con una cavidad profunda presente en el trimero formado por
N36 (residuos 546-581), que incluye cadenas laterales que se encuentran en la regién entre
los residuos 569-577"". Con el fin de aumentar la solubilidad de la secuencia de C34 se han
disefiado péptidos en los cuales se han cambiado los residuos irrelevantes en la interacciéon
por residuos polares que puedan formar puentes salinos*®, sin embargo esto los hizo mas
susceptibles a la accion por parte de proteasas. No obstante, los inhibidores de la fusién
derivados de C34 son candidatos atractivos, en el disefio de inhibidores de la fusion, por

varias razones:
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1) inhiben en los primeros estadios del ciclo de vida de virus y forman complejos
estables con el fragmento N-terminal de gp41°32.

2) Son activos a muy bajas concentraciones.

3) Su secuencia diana en la gp41 es altamente conservada, disminuyendo la posibilidad
encontrar cepas de virus resistentes.

1.1.5. Objetivos

El objetivo general de este estudio se orient6é hacia la evaluacion de la influencia del cambio
de la quiralidad en el péptido C34 tanto total como parcialmente. En primer lugar, se planteo
evaluar las consecuencias sobre la actividad del cambio total de la quiralidad de los residuos
de C34 tanto como enatibmero o retroenatibmero. Y en segundo lugar, se buscaba
establecer una estrategia para el disefio de péptidos heteroquirales derivados de C34, que
conservaran la capacidad de formar complejos con N36 y, por consiguiente, la capacidad de
inhibir la fusion.

Tabla 3. Secuencias de los péptidos sintetizados. Los sufijos L y D diferencian los isomeros
todo-L y todo-D, respectivamente. El prefijo R indica el isémero con la secuencia inversa
(retroisomero). El prefijo M indica los diferentes péptidos modificados a partir de la secuencia
de C34. OHCCO indica el grupo aldehido N-terminal después de la oxidacion de N36. Todos los
péptidos se sintetizaron como carboxamidas en el residuo C-terminal. A excepcién de los

péptidos con (* o OHCCO) el grupo N-terminal es acetilo.

Péptido Secuencia

C34L Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH,
c34L* WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL-NH,
C34D Ac-wmewdreinnytslihslieesqgnggekneqgell-NH,
C34D* wmewdreinnytslihslieesqgqnggekneqgell-NH,
RC34L(Retro-C34) Ac-LLEQENKEQQONQSEEILSHILSTYNNIERDWEMW-NH,
RC34D (Retroentantio- Ac-llegenkeggngseeilshilstynnierdwemw-NH,
C34)

M, C34L Ac-WEDMWRNNVTEYLSSILEHVEQQSNKQEEQENLL-NH,
M, C34D Ac-wedmwrnnvteylssilehveggsnkgeegenll-NH,
M, C34 Ac-WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQeKNEKELL-NH,
M; C34 Ac-WeEWDRKINNYTSLIHSLIEESQNQQeKNEKELL-NH,
N36 Ac-SGIVQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL-NH,
Glioxilil-N36 OHCCO-GIVQQQONNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL-NH,
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1.2. Diseio de péptidos analogos de C34 con substituciones

parciales por aminoacidos D

La introducciéon de aminoacidos D en la secuencia de C34 disminuye la susceptibilidad del
péptido a ser degradado por proteasas, tanto si se trata de un cambio total de la quiralidad
del péptido o de mutaciones puntuales®®2 La influencia de la introduccién de aminoacidos
D sobre la estructura y actividad del péptido de partida depende del tipo de conformaciones

y del mecanismo por el cual actua®.

La introduccién de aminoacidos D en C34 puede cambiar la estructura global del péptido
helicoidal y por ende la interaccién con N36. Para analizar el efecto de la modificacion de la
secuencia de C34 con aminoacidos D se investigaron varias estrategias. Por un lado, se
analizé el efecto del cambio total de la quiralidad del péptido, y por otro, la influencia de
modificaciones puntuales. En el disefio se tuvieron en cuenta las siguientes condiciones: en
primer lugar, se intenté conservar la helicidad del sistema, y en segundo, aumentar la
solubilidad del péptido. El efecto del cambio total de la quiralidad se analizé en tres péptidos
compuestos de aminoacidos D (todo-D): el enantibmero (C34D), el péptido con la secuencia
de C34 invertida o retroenantiomero (RC34D) y un analogo modificado del enatiémero
(MC34D) (Tabla 3). Este ultimo péptido se disefié a partir de la secuencia de C34D, de
forma que conservara tanto la tendencia a tener estructura helicoidal como los residuos
topoldégicamente importantes para la interaccion, segun la estructura conocida del complejo
N36/C34. Por ultimo, se disefiaron dos péptidos heteroquirales que poseian modificaciones
puntuales por aminoacidos D. Las substituciones se realizaron en la regién C-terminal, en
M,C34, y también en la regién N-terminal, en M;C34.

Para realizar las modificaciones en M;C34D vy los péptidos heteroquirales, se establecieron
los residuos mas importantes en la interfase de unién entre N36/C34 a partir de la estructura
cristalografica del complejo (cédigo PDB ,1AIK)" por calculos de la energia de “docking”.
Estos estudios fueron realizados por el Dr. Sergio Madurga. Los calculos se realizaron con
el programa AutoDock (version 4), para analizar la unién entre una cadena de C34L y un
nudcleo de tres hélices paralelas de N36 (Figura 5). De acuerdo al perfil de energia de
“docking” por residuo de C34L, los residuos que mostraron tener mayor contribucion a la
unién se encontraban en la regién N-terminal, entre los que destacaron Trp1, Trp4, lle8,
Tyr11 e lle15.
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Figura 5. A. Representacion de la hélice de C34L (tipo cintas en gris) y la superficie de
contacto con dos unidades de N36 (en verde) a partir del PDB: 1AIK. Los residuos de color
amarillo estan directamente involucrados en la interaccion. Los residuos en rojo sefalan las
posiciones en la cuales se realizaron las modificaciones en los analogos de C34L
heteroquirales. B. Curva de energia de “docking” de todos los residuos de C34L de acuerdo a

lo calculado con AutoDock4>
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Residuos de C34

Los residuos de la mitad N-terminal de C34, importantes en la uniéon con N36, mostraron
tener mayor energia de “docking” y estaban localizados discontinuamente con
contribuciones energéticas altas. Mientras que los residuos localizados en la mitad C-
terminal, involucrados en la unién, mostraron individualmente menores contribuciones, pero

se encontraban formando grupos de dos o tres residuos continuos. Los residuos de mayor
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contribucién a la interaccién en la regiéon C-terminal fueron: Leu 18, lle19, Glu21, Ser 22,
GIn23, GIn 25, Asn29, GIu30 y Leu 33. Los residuos involucrados directamente en las
interacciones del nucleo hidrofébico se intentaron conservar o se modificaron para que se
distribuyeran de forma similar al péptido natural en el disefio de M{C34D vy los péptidos
heteroquirales.

Figura 6. Representacion tipo cinta de los modelos helicoidales de los péptidos C34 (A), M,C34
(B) y M;C34 (C). El modelo de C34 se construyé a partir de las coordenadas obtenidas del PDB
en el cdédigo 1IAK. Los modelos de M,C34 y de M;C34 se construyeron usando las
coordenadas caracteristicas de una hélice canénica.

A B C

Glu3

Glu?

C34L M,C34 M,C34

La introduccion de aminoacidos D en la secuencia de una hélice a implica un alto coste
energético. Para compensar este coste, en el disefio de los péptidos heteroquirales se
incluyeron residuos que favorecieran interacciones electrostaticas adicionales. Debido al
gran porcentaje de residuos polares en la secuencia nativa se decidi6 realizar mutaciones
por D aminoacidos en posiciones en esta posiciones y conservar o favorecer interacciones
electrostaticas, entre las cadenas laterales de residuos separados i+4 residuos®>®. Las

mutaciones se realizaron sélo en las regiones C-terminal y N-terminal, de tal forma que los
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residuos implicados en la interaccién con N36 no resultaran afectados conformacionalmente.
Ademas, se intento con estas modificaciones estabilizar el macrodipolo, teniendo en cuenta
que una estructura helicoidal se genera un momento dipolar permanente, debido al
alineamiento de los grupos carbonilos amida con el eje principal de esta estructura. El dipolo
generado produce que una carga parcial positiva localizada en la regién N-terminal y una
carga parcial negativa localizada en la region C-terminal de la hélice®*®°. Por esta razén, las
substituciones por aminoacidos D se realizaron de forma que residuos acidos se ubicaran en
direccion N-terminal y los residuos basicos en direccion C-terminal respecto a la ubicacion
del residuo con el que se intentaba generar la interaccion (Figura 6).

Figura 7. Curvas de RMSD calculadas a partir de los datos de dinamica molecular de C34L,

M2C34, M2C34D y [D-Aaa 14-20]C34.

6 T T T
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Para estudiar la estabilidad conformacional de la modificaciones se realizaron calculos de
dinamica molecular de C34L, M,C34, M5C34D y un analogo de C34 donde se substituyeron
por aminoacidos D los residuos entre las posiciones 14-20 ([D-Aaa 14-20]C34°). El calculo
del RMSD manifestdé que el analogo [D-Aaa 14-20]C34 presentaba una desviacién de
distancias mayor a lo obtenido para el péptidos natural y sus analogos heteroquirales
(Figura 7). Las modificaciones realizadas en este diastereoisdmero comprenden dos vueltas
de hélice a, localizadas en el centro de la secuencia. Esto desestabilizé la conformacion y
rompio la estructura helicoidal del péptido. Sin embargo, las modificaciones puntuales por
aminoacidos D, realizados al inicio y final en los péptidos heteroquirales, no cambiaron

¢ [D-Leu™, D-lle™s, D-His'¢, D-Ser'?, D-Leu'8, D-lle'®,D-Glu0|C34
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notablemente la estructura general respecto a la del péptido natural. De acuerdo con esto,
estas modificaciones, las cuales se realizaron de forma que no afectaran directamente la
region involucrada en la interaccion con N36, no tendrian mayor influencia sobre la
estructura del péptido en el complejo.

1.3. Sintesis y purificacion de C34 y analogos

Los péptidos C34 acetilado y no acetilado en el residuo amino terminal se sintetizaron en
fase soélida usando quimica Fmoc/tBu sobre una resina Rink amida de baja funcionalizacion
(0.03 mmol/ g de resina). Con el fin de reducir cantidad de subproductos debidos a
eliminaciones incompletas del grupo Fmoc se us6 piperidina al 22% en DMF con 0.07% de
tritdbn x-100 (ver 6.2). El acoplamiento de cada uno de los residuos se realiz6 por medio de
un sintetizador automatico usando como sistema de activacion de los aminoacidos
TBTU/HOBL. Al final de la sintesis se dividio la peptidil resina en dos porciones una de las
cuales se acetilo en el grupo amino terminal usando anhidrido acético al 15% con 5% de
DIEA en DMF vy la otra se dejo con el grupo amino libre. Para obtener los péptidos libres y
eliminar los grupos protectores de las cadenas laterales se us6 TFA al 94% usando como
capturadores de carbocationes 2% TIS y 4% agua. Después de precitar los péptidos con
TBME estos se disolvieron en agua. Los crudos obtenidos inmediatamente después del
tratamiento acido presentaban un perfil cromatografico complejo. Sin embargo, después de
dejarlos en disolucion a temperatura ambiente por mas de 60 min., el perfil cromatografico
cambio y se observé practicamente sélo una especie para cada uno de los péptidos (Figura
8). Este comportamiento se debe a la formacion de agregados que también son
responsables de la baja solubilidad en agua de este péptido. Cualitativamente estos
péptidos son poco solubles en agua, acetonitrilo, acido acético y presentan una buena
solubilidad disoluciones acuosas con pH basico. El péptido con el grupo amino terminal libre
es ligeramente mas soluble que el péptido acetilado. El rendimiento de sintesis después de
purificar por cromatografia en fase inversa fue del 17%.

Las sintesis de los analogos de C34 se realizaron usando las mismas condiciones de la
sintesis. Los productos crudos obtenidos presentaban como especie mayoritaria el péptido
esperado (Tabla 4), a excepcion de los péptidos con la secuencia invertida (RC34L y
RC34D), en los cuales se observo que el residuo de metionina 33 se oxidaba después de
acetilar el péptido(Figura 9). Esto se observé al realizar en paralelo las reacciones de
acetilacion y escision del péptido de C34L y sus analogos con la secuencia invertida. Los
péptidos crudos de RC34L y RC34D sin acetilar, después de la escisién con TFA, no
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mostraron esta reaccién secundaria. Teniendo en cuenta este comportamiento, la oxidacion
del péptido acetilado se evitd realizando la reaccion de acetilacion en atmoésfera de
nitrégeno.

Figura 8. Cromatogramas del producto crudo obtenido en la sintesis de C34L a diferentes
tiempos de incubacion en agua a 25 °C justo después del desanclaje de la resina usando un
gradiente lineal de de 10-80 % de ACN con 0.036% de TFA en 15 min. A. Producto crudo
después de 15 min de incubacién. B. La misma disolucion después de 90 min de incubacion.

El asterisco indica que poseen la misma masa molecular
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Figura 9. Cromatograma de RP-HPLC de producto crudo de RC34L usando un gradiente lineal
de 10-80 % de ACN con 0.036% de TFA en 15 min, después de 90 min de incubacion de la
muestra disuelta en agua, a los 9.2 se eluye el peptido y a 9.4 min el péptido oxidado (A). A la
derecha de la figura se muestran los espectros de masas de los péptidos crudos, acetilado (B)

y antes de la acetilacién (C)
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Los analogos presentaron propiedades similares a C34, tanto las de solubilidad como la
tendencia a formar aglomerados observables por HPLC. Antes de liofilizar los péptidos,
estos se disolvieron hasta obtener una disolucion homogénea en carbonato de amonio 50
mM ajustando el pH a 7 con acido acético al 10% en agua. Esto se hizo con el doble fin de
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disolver el péptido y de eliminar los contraiones de trifluoroacetato.

Tabla 4. Rendimiento de los péptidos sintetizados con la masa esperada y masa encontrada

Péptido Rendimiento (%) | Masa esperada (M+H)" | Masa encontrada (M+H)"
C34L 17 4288.0 4287.9
C34L* 17 4246.0 4245.6
C34D 17 4288.0 4287.9
C34D* 17 4246.0 4245.9
RC34L 18 4288.0 4287.9
RC34D 18 4288.0 4287.5
M, C34L 26 4259.9 4260.4
M, C34D 32 4259.9 4259.8
M, C34 26 4288.1 4289.5
M; C34 34 4285.1 4286.6
N36 24* 4162.4 4162.6
Glioxilil-N36 24 4090.3 4089.2

(*)El rendimiento de la primera sintesis fue del 6%

1.4. Sintesis y purificacion de N36

El péptido N36 es un péptido de 36 residuos cuya secuencia se encuentra ubicada entre las
posiciones 546-581 de la proteina GP160 precursora de gp41, la cual esta involucrada
directamente en la interaccién con la secuencia que corresponde a C34L". Este péptido se
sintetizé por quimica Fmoc/tBu, al igual que los péptidos anteriores en esta sintesis se uso6
resina de poliestireno funcionalizada con el grupo Rink (0.03 mmol/ g de resina) y los
mismos reactivos de acoplamiento de los aminoacidos y eliminacion del grupo Fmoc . Sin
embargo, fue necesario realizar dos sintesis al identificarse una secuencia truncada que
redujo el rendimiento en mas de un 75%. En el primer intento se sintesis encontré que se
habian obtenido dos productos principales que poseian tiempos de retencién por RP-HPLC
muy cercanos entre si y de diferente masa molecular (Figura 10). Las masas moleculares
encontradas se diferenciaban entre si en 113 Da, la mayor de ellas correspondia a la masa
molecular esperada. Esta diferencia de masa se debia a la presencia de un péptido con un
residuo menos de Leu o lle. Esto dificultaba la ubicacién del residuo que faltaba puesto que
la secuencia de N36 posee cuatro lle y siete Leu. Aunque este es un péptido largo fue
posible obtener el espectro de fragmentacién MALDI TOF/TOF del péptido con la secuencia
truncada. Se encontr6 que el residuo faltante se encontraba en la posicion 35 que
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correspondia a una isoleucina (Figura 11). Teniendo en cuenta esta informacién se realizo
una segunda sintesis en donde este residuo se introdujo haciendo dos ciclos de
acoplamiento. El producto obtenido de esta sintesis mostré6 un perfil cromatografico en
donde el pico principal correspondia a la masa molecular esperada para N36. Después de
purificar por RP-HPLC en fase inversa se obtuvo un rendimiento total del 24%.

La interaccion de este péptido con C34 se analizdé por espectrofotometria de dicroismo
circular y resonancia de plasmon circular (SPR). Para inmovilizar N36 sobre la superficie de
un sensor de RPS se aprovecho la serina terminal con el grupo amino libre, el cual se oxido
con periodato de sodio para obtener un grupo aldehido N-terminal. Este grupo funcional se
utilizé para unir quimioselectivamente este péptido a la superficie del sensor.

Figura 10. Cromatogramas de la primera sintesis de N36 con diferentes gradientes de
agua/ACN. A. Gradiente de 30-60% de ACN con 0.036% de TFA en 15 min. B. Gradiente de 35-
45% de ACN con 0.036% de TFA en 15 min. C. Gradiente de 35-40% de ACN con 0.036% de TFA

en 15 min
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1.5. Ensayos de Inhibicién de la fusién

Se realizaron dos tipos de ensayos de inhibicion. En uno de los ensayos, se midié la
inhibicion de la replicacion del VIH-1 producida por los péptidos, al cuantificar la cantidad de
antigeno p24 producido por el virus al infectar células HelLa'. En el otro ensayo, se midio la
inhibicion de formacién de células gigantes multinucleadas o sincitios, entre células HelLa

" Células HeLa: son una linea de células inmortalizadas. Esta linea celular se derivo de las células aisladas de Henrietta Lacks de un

tumor producido por cancer cervical (1951).
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que expresaban el receptor CD4 y el co-receptor (CCR5 o CXCRA4) de linfocitos T, junto con
células HelLa que expresaban las proteinas virales gp120 y gp41. Estos ensayos fueron
realizados por Fabrice Gaston del grupo del profesor Elmostafa Bahraoui en el “Laboratoire
d'Immuno-virologie des Lentivirus des Primates” de la Universidad Paul Sabatier en
Toulouse (Francia).

Figura 11. Espectro de masas MALDI-TOF del producto crudo de la primera sintesis de N36 (A)
y espectros de fragmentacion MALDI TOF/TOF usando como iones precursores el
correpondiente N36, m/z: 4162, (C) y a la impureza mayoritaria, m/z: 4049, (D). El residuo que
faltaba en la secuencia se encontré que correspondia a la lle 35 debido a la desaparicion del
ion b; generado por N36 y la aparicion de un nuevo idn de fragmentaciéon correspondiente al

ion b; de la secuencia truncada (B).
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1.5.1. Ensayo de Inhibicién de la replicacion de VIH-1

La actividad de los péptidos enantidmeros se comprob6 inicialmente mediante un ensayo de
inhibicion de la replicacion viral. Para ello se tomaron células HelLa y se incubaron con VIH-1
durante dos horas a 37°C en medio FCS en presencia de diferentes cantidades de péptido
(10°-10° M). Al tercer y séptimo dia se recogié el sobrenadante y se determiné la presencia

de antigeno p24 (proteina de 24 kDa de la cubierta externa del VIH) por medio de un ensayo
de ELISA.

Los resultados demostraron que C34L inhibia la fusién incluso a 10° M, mientras su
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enantibmero no inhibia la fusién y tampoco lo hicieron los analogos con la secuencia
inversa, RC34L y RC34D, ni el M;C34D, ni siquiera a concentraciones de 10 M. El péptido
M;C34L mostr6 algo de actividad siete dias después de la infeccion con VIH-1 (Figura 12),
este péptido conservaba los residuos de las posiciones mas importantes en la interaccion
con N36. Este resultado puso de manifiesto manifestd, en primer lugar, que la inversion en
la quiralidad de todos los aminoacidos en el enantidmero todo-D de C34 eliminaba la
actividad del péptido natural al alterar la topologia de las cadenas laterales. Y por otro lado,
la inversion de la secuencia en RC34L anulé también la actividad, que en este caso era
previsible, por la inversién de la direccion de la cadena principal y del macrodipolo del
péptido. En el caso del retroenantiomero, RC34D, donde ademas del cambio de direccién en
los residuos se cambio el centro quiral de todos los residuos, tampoco reportaron resultados
positivos en este ensayo. La aproximacion retroenantio ha sido satisfactoria principalmente
cuando hay involucradas interacciones del tipo lamina B> o en el caso de hélices a cortas®’
o cuya interaccion depende de las cargas de las cadenas laterales®?, como en es el caso de
los péptidos antimicrobianos®*®. En nuestro caso el hecho de que en la formacion del
nucleo hidrofébico estén involucrados motivos helicoidales grandes, de al menos 8 vueltas,
que interaccionan a su vez con dos hélices de N36 aumenta las posibilidades de contacto
que no necesariamente son simétricas (Figura 4). Esto aumenta la dependencia de la
quiralidad no sélo de cada uno de los residuos sino también de la conformacion helicoidal.

La inversion de la quiralidad trajo como consecuencia la perdida de la capacidad para inhibir
la fusibn que posee péptido natural. Habiendo comprobado esto, se decidié explorar la
posibilidad de introducir aminoacidos D Unicamente en posiciones especificas que
favorecieran interacciones entre cadenas y que no afectaran la superficie de contacto entre
C34 y N36 (Figura 6). Los péptidos M,C34 y M3C34 (Tabla 3) se disefiaron teniendo en
cuenta estas pautas y su actividad se midié en un ensayo de replicaciéon de inhibicion de
VIH-1 similar al usado anteriormente (Figura 13). En este caso, se observo inhibicion de la
replicacién incluso desde los primeros tres dias después de la infecciéon con VIH-1.
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Figura 12. Ensayo de inhibicién de la replicacion de VIH-1 en células HeLa usando los péptidos

C34L, RC34L y M,C34L y sus enantidmeros a una concentracion de 10°M. Se analizaron los

sobrenadantes tres dias (negro) y siete dias (gris) después de la infeccion con VIH-1.
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Figura 13. Inhibicion de la replicacion de VIH-1 en célula HeLa cuando se incuban junto con los

péptido C34L, M,C34, M;C34 a diferentes concentraciones (10,107, 102, 107, 10" m)
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1.5.2. Ensayo de Inhibicién de formacién de sincitios

Es conocido que en cultivos de linfocitos T CD4+ infectados con VIH-1, las proteinas de la

cubierta del virus expresadas en la membrana de las células infectadas interactian con los

receptores CD4/CXCR de células no infectadas, produciendo la fusién de las células y

después de varios ciclos de fusion entre las células estas sufren lisis celular®. A esta
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formacién de células gigantes multinucleadas®® por fusién de al menos dos membranas
celulares se ha denominado sincitios. La formacion de sincitios se ha observado en
infecciones por VIH, en concreto por variantes virales muy patogénicas que surgen en
etapas tardias de la enfermedad. La aparicion de estos virus que son capaces de promover
la formacién de sincitios es una sefal que permite predecir el descenso de la poblacién
linfocitos T CD4+ y de la progresion clinica de la enfermedad®’.

Figura 14. A. Imagen de la formaciéon de sincitios entre células HeLa en cuya superficie
expresan CD4/CCR5 y células HeLa que expresan gp120/gp41 de VIH-1 Lai. B. Inhibicion de la
formacion de sincitios al adicionar el inhibidor C34L (10° M) después de 20 horas de

incubacion. C. Imagen de células HeLa que expresan CD4/CCR5.

Para medir la capacidad de los péptidos de inhibir la formacién de sincitios se cultivaron
células HelLa que expresaban CD4/CCR5 O CD4/CXCR4 junto con células HelLa que
expresaban gp120/gp41 Lai o gp120/gp4 1ADA, en presencia de varias concentraciones de
péptido. Después de 20 horas de incubacion se midié la cantidad de sincitios formados
(Figura 14).

Inicialmente se midi6 la capacidad inhibitoria de C34L y su analogo C34L*, sin el grupo
acetilo N-terminal, a diferentes concentraciones. Si bien, C34L puede inhibir la fusion por
debajo del rango nanomolar, su baja solubilidad limita su utilizacién en estudios biofisicos
que requieren mayor concentracién (p.e RMN) y su posible uso como farmaco inhibidor la
fusion*®. Para aumentar la solubilidad del péptido sin cambiar su secuencia se dejo libre el
grupo amino N-terminal de C34L*, para adicionar una carga total mas al péptido. El efecto
de este cambio se observé en el ensayo de inhibicion de la formacion de sincitios. El péptido
acetilado inhibi6 la formacién de sincitios incluso a concentraciones de 10" M. La
eliminacion del grupo acetilo reduce ligeramente la actividad pero sigue siendo inhibiendo
hasta 10" M. También se ensayo la actividad del enantiémero acetilado y se encontré que
en un rango de concentraciones entre 107 My 1072 M no era capaz inhibir la formacién de
sincitios.
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Figura 15. Ensayo de Inhibicion de formacién de sincitios por parte de C34L, C34L* y C34D a

diferentes concentraciones desde 107-10"2 M
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El ensayo de inhibicién de formacién de sincitios usando como inhibidores los péptidos
heteroquirales M,C34, M3C34 se realizé para comparar su actividad con la del péptido
natural C34L. En el rango de concentraciones entre 107-10"'° M, los analogos heteroquirales
inhibieron la formacién de sincitios, incluso a concentraciones de 10" M conservaban una
actividad mayor que C34L y su analogo con el grupo amino libre (Figura 15). Estos
resultados no sélo mostraron que los péptidos heteroquirales eran capaces de inhibir la
formacion de sincitios, si no también, que el efecto de las modificaciones realizadas por
aminoacidos D era inferior al causado al dejar el grupo amino terminal libre del péptido
natural. En estos ultimos disefios sélo se realizaron modificaciones en residuos ubicados
afuera de nucleo hidrofébico, esto hizo posible introducir cambios en la quiralidad de
residuos puntuales sin perjudicar la actividad de los péptidos.

1.6. Determinacién de la solubilidad de C34L, C34L*, M,C34 y
Ms;C34

La solubilidad en medio acuoso de estos péptidos se determind por analisis de aminoacidos.
Debido a la insolubilidad de C34 es necesario disolver los péptidos primero en medio basico
de carbonato de amonio y luego neutralizarlos (pH 7) con acido acético. Posteriormente, los
compuestos se secaron por liofilizaciéon y se repitié este procedimiento dos veces mas, para
intentar eliminar los contraiones de trifluoroacetato. Luego de repetir dos veces este
procedimiento, los péptidos nuevamente se disolvieron en agua milli-Q hasta obtener una
disolucion saturada, la cual se filtr6 a través de un filtro de 0.2 yM. La concentracién de la
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disolucion filtrada se obtuvo por analisis de aminoacidos (Figura 17).

Figura 16. Ensayo de Inhibicion de formacion de sincitios por parte de C34L, C34L*, C34D,
M,C34 y M;C34 a diferentes concentraciones desde 107 -10"" M.
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Se encontr6 el siguiente orden de solubilidad de los péptidos en agua: C34L (11.3 pM)
<C34L* (56 uM) <M,C34 (70 uM) <M3C34 (131 uM). La carga introducida, al dejar el grupo
amino terminal libre, aument6 5 veces la solubilidad respecto a la del péptido acetilado. Sin
embargo, esta carga positiva en el extremo N-terminal genera una distorsibn en el
macrodipolo de la hélice *°, que probablemente esta asociada a la ligera disminucion de la
actividad de este péptido (Figura 16). Por otra parte, el grupo acetilo N-terminal puede
proteger el péptido a la degradacién por exoproteasas, por esta razon se prefirié acetilar los

otros péptidos analogos®®®®.

Los péptidos heteroquirales también mostraron mayor
solubilidad que C34L. Los péptidos modificados, en la region C-terminal, MoC34, y en ambas
terminaciones, M3;C34, mostraron solubilidades 7 y 12 veces mayores a la del péptido
natural, respectivamente. Las modificaciones parcial de algunos residuos por D conservé la
actividad del C34, y por otro, lado la introducciéon de residuos con carga incremento la

solubilidad de los analogos heteroquirales.
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Figura 17. Solubilidad en agua de los péptidos C34L, C34L*, M,C34 y M;C34 a temperatura

ambiente (25 °C).
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1.7. Analisis conformacional de los péptidos por dicroismo

circular

1.7.1. Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron con el fin de conocer la estructura
secundaria de los analogos de C34. Este tipo de espectropolarimetria mide la absorcion
diferencial de la luz circularmente polarizada a la derecha respecto a la polarizada hacia la
izquierda por parte de moléculas quirales, tales como los aminoacidos y por lo tanto los
péptidos. Los espectros de dicroismo circular permiten no sélo determinar el tipo de
estructura secundaria de los péptidos sino que también puede diferenciar entre péptidos
compuestos de aminoacidos L (todo-L) de los compuestos por aminoacidos D (todo-D)".
Los péptidos estructurados muestran espectros caracteristicos, en el caso de un péptido que
posee tendencia a estructurarse en hélice a el espectro presenta un maximo en 190 y dos

minimos a 208 y 222 nm’""? (Figura 18).

La baja solubilidad de C34L en medio acuoso, a pH acidos o neutros, dificultaba la
obtencion de su espectro de dicroismo circular. Sin embargo, la solubilidad del péptido
analogo C34*, con el grupo amino terminal libre, es algo mayor que la del péptido acetilado,
e hizo posible obtener disoluciones acuosas hasta una concentracion de 56 uM. Los
espectros de los enantibmeros C34*, con aminoacidos todo-L y todo-D, se obtuvieron en
medio acuoso y con 30% de TFE. Los espectros de los enantibmeros de C34 acetilados se
obtuvieron sélo en medio acuoso con 30% de TFE (Figura 19). El espectro de C34* en
medio acuoso (tampon fosfatos 10 mM, KF 50 mM a pH 7,4 y 25°C) mostré un perfil
caracteristico de estructura desordenada. Mientras que la disolucibn con 30% de
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trifluoroetanol (TFE) presentd un espectro en donde aparecieron las bandas tipicas de hélice
a a 190, 208 y 222 nm (Figura 19). El TFE es un co-solvente que permite observar las
tendencias conformacionales de los péptidos’. La aparicion de estas bandas demuestran la
tendencia de este péptido a plegarse en una hélice a. Por otro lado, el espectro del
enantibmero, C34D*, muestra la imagen especular de los espectros obtenidos para el
péptido todo-L. El enantidmero todo-D, al igual que el péptido todo-L, mostré cierta
tendencia a encontrarse como una estructura helicoidal; pero al estar compuesto sélo de
aminoacidos D, la hélice es levogira, en lugar de dextrégira. Un comportamiento similar se
observé en los espectros de los péptidos acetilados, C34L y su enatiébmero, lo que puso de
manifiesto la alta tendencia conformacional de estos péptido a estructurarse como hélice q;
la cual es superior a la observada por los péptidos con el grupo amino terminal libre con
30% TFE.

Figura 18. Espectro de dicroismo circular de estructuras secundarias puras de péptidos o

proteinas’’ (Ae, dicroismo circular molar o delta epsilon en L mol” cm™)
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Los analogos con la secuencia invertida de C34, con aminoacidos todo-L y todo-D, RC34L y
RC34D, también mostraron tendencia a estar estructurados en hélice a en disolucién acuosa
con 30% de TFE (Figura 19). En disolucion acuosa estos péptidos se observaron
desestructurados. Igualmente, los espectros de los enantibmeros son imagenes especulares
entre si. Se observo que a pesar de la inversién de la secuencia se conservé la tendencia
conformacional de estos péptidos, con una leve disminucion en la intensidad de la banda a
222 nm.

Igualmente, la otra serie de enantibmeros compuesta por M;C34L y M;C34D, también
mostraron estar desestructurados en medio acuoso y la presencia de TFE produjo un
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incremento en la helicidad del sistema (Figura 19). En estos péptidos se conservaron los
residuos importantes para la interaccion con N36 y se modificaron el resto de la secuencias,
para evitar impedimentos estéricos con los residuos del nuacleo hidrofébico. Estas
modificaciones generaron un ligero aumento en la helicidad respecto a los péptidos con la
secuencia inversa, pero inferior al de la secuencia nativa. En general, se observd que todos

los péptidos homoquirales mantuvieron una alta tendencia a encontrase como estructuras
helicoidales.

Figura 19. Espectros de dicroismo circular de los péptidos con aminoacidos todo-L
(negro/gris) y todo-D (verde) en tampodn fosfato de potasio 10 mM, KF 50 mM pH 7.4 en
ausencia (colores claros) y en presencia de 30% TFE (colores oscuros). A. C34L y C34D. B.

C34L*y C34D*, sin acetilo N-terminal. C. RC34L y RC34D. D. M,C34L y M,C34D
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Los péptidos heteroquirales M.C34 y M3;C34, en los cuales se introdujeron D-aminoacidos
en las posiciones puntuales terminales de la secuencia, mostraron espectros caracteristicos
de estructuras helicoidales dextrogiras. Aunque, las bandas a 208 y 222 nm son menos
intensas, en general, conservan la tendencia del péptido a estructurarse en hélice a (Figura
20). Esto demostré que las modificaciones puntuales no afectaron la estructura global del
péptido. El efecto que produce la introduccion de un aminoacido D en una secuencia
depende de la posicidn de este respecto al resto de residuos; por ejemplo, en péptidos
naturales el cambio de quiralidad de un residuo favorece la formaciébn de giros que
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estabilizan macrociclos™. Por otro lado, en disefio de proteinas se ha demostrado que la
modificacion de un residuo de Gly, presente en un giro, por D-Ala puede aumentar la
estabilidad térmica de la proteina’™. En este caso, los residuos que se intercambiaron por D-
aminoacidos se encontraban en la region C-terminal y/o N-terminal del péptido, y se
seleccionaron de forma que se favorecieran interacciones electrostaticas entre cadenas de
residuos separados una vuelta de hélice; para no afectar drasticamente la estructura global
de los péptidos.

Figura 20. Espectros de dicroismo circular de M,C34 (azul), M3C34 (rojo) y C34L (negro) en
disolucion 56 yM tampon de fosfatos 10 mM, KF 50 mM a pH 7.4 con 30% de TFE a 25°C (A). A

la derecha se realizé una ampliaciéon con sélo los espectros de M,C34 (azul) y M;C34 (rojo) (B)
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El espectro de N36 también se obtuvo en disolucion acuosa en ausencia y presencia de un
30% de TFE. El perfil del espectro cambiaba al incrementar la concentracion, esto revelo la
tendencia de este péptido a agregarse (Figura 21). La propensién de este péptido a
estructurarse en hélice a se observd en medio acuoso, aun sin TFE. Las bandas
caracteristicas a 208 y 222 nm se encontraron en los todos espectros adquiridos a
diferentes concentraciones. Adicionalmente, a concentraciones superiores a 20 mM la
banda a 222 nm era mas intensa que la banda a 208, lo que confirmaba la presencia de

agregados.

Para observar la formacion de complejos se obtuvieron los espectros de las disoluciones
acuosas de las mezclas equimolares de los péptidos heteroquirales y N36, para ser
comparadas con el sistema natural N36/C34L y una mezcla control N36/M,C34L. Tanto el
sistema nativo, como las mezclas con M,C34 y M;C34 mostraron espectros en los cuales se
observé un aumento considerable de la helicidad respecto a lo obtenido de las disoluciones
de los péptidos individuales en medio acuoso (Figura 22). La aparicidon del maximo a 290 y
dos minimos a 208 y 222 nm, respecto a espectro correspondiente a la suma aritmética de
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los espectros individuales, indicaba la formacién del complejo con N36. Los espectros de las
mezclas entre N36 y los péptidos heteroquirales mostraron bandas menos intensas que las
del sistema nativo; pese a esto, la intensidad similar entre las bandas a 208 y 222 nm,
indican la presencia de una estructura altamente helicoidal tras la formacién del complejo’®.
También se obtuvo el espectro de la mezcla entre N36 y M,C34L, para ser usado como
control, puesto que se encontroé previamente que este péptido era inactivo. En este caso no
se observé el desplazamiento de las bandas hacia el perfil caracteristico de hélices a. Esto
demostré que M4C34L no interactuaba con N36, para formar complejos estables altamente

helicoidales como los formados con C34L y sus analogos heteroquirales.

Figura 21. Espectros de dicroismo circular de N36 en en disolucion tampon de fosfatos 10 mM,
KF 50 mM a pH 7.4 y 25°C. A. Espectros obtenidos con (gris) y sin 3% de TFE (negro). B.

espectros obtenidos a diferentes concentraciones de N36 en tampén fosfato (10, 30, 56 uM).
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1.7.2. Curvas de fusion

Para observar el efecto de estas modificaciones en la estabilidad del complejo se realizaron
experimentos de estabilidad térmica siguiendo el cambio en la elipticidad de a 222 nm al
incrementar la temperatura. Esto se realizO para las disoluciones de los péptidos
individuales C34L y N36 y los complejos de N36 con C34L, M,C34 y M;C34. La curva de
estabilidad de la mezcla entre N36/M,C34L se us6é como control negativo de la interaccion.

Para medir la estabilidad térmica del C34L supervisando el cambio de la elipticidad de la
banda a 222 nm, la estructura helicoidal del péptido se indujo adicionando un 30% de TFE a
la disolucion en tampdn fosfato. La transicidon observada en la desnaturalizacién del péptido
C34L mostré un aumento continuo de la intensidad de la banda a 222 nm, que esta
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relacionado con la destruccion del contenido helicoidal del péptido en varios pasos, de forma
no cooperativa, a medida que aumenta la temperatura (Figura 23). Por otro lado, la
desnaturalizacion del péptido N36, en tampén con 30% de TFE, mostré una curva diferente,
en donde alrededor de 41.0 °C se puede diferenciar una region en la cual hay un cambio
importante de elipticidad, aunque sin llegar a distinguirse dos estados. Este comportamiento
puede estar relacionado con la tendencia de este péptido a agregarse, de hecho un trimero
de N36 se encuentra el nucleo hidrofébico del complejo con C34L. Para comparar lo
obtenido para el complejo entre N36 y C34L se realizdé la curva de la mezcla en medio
acuoso de N36/M,C34L, de la cual previamente se habian observado que no generaba un
complejo estable, en este caso la variacion con la temperatura era casi constante puesto
que en este caso los péptidos se encontraban en gran parte desestructurados en disolucién
(Figura 23).

Figura 22. Espectros de dicroismo circular de disoluciones 10 mM de mezclas equimolares de
los péptidos con N36 en disolucién tampdn de fosfatos 10 mM, KF 50 mM a pH 7.4 y 25°C.
Espectros de los péptidos CHR: C34 (A), M,C34L (B), M,C34 (C), M;C34 (D), en rojo. Espectro
de N36 en azul. Suma aritmética de los espectros de los péptidos CHR y N36 en violeta.
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La curva de fusion del complejo N36/C34L mostré una transicion importante entre dos
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estados que tiene un punto medio o temperatura de fusion a 62.7 °C generando una curva
de forma sigmoidal (Figura 23). Este tipo de transicion denotaba la alta estabilidad del
complejo, otros complejos menos estables sélo muestran una disminucién continua del
contenido helicoidal que esta relacionado con una transicion continua entre el estado
asociado y plegado a un estado desplegado (ver capitulo 3). Aunque esta curva de
desnaturalizacién indico que el este el proceso se da globalmente como una transicidon
cooperativa, al ser un complejo no covalente hay que tener en cuenta que hay dos procesos
involucrados, la disociacién de cada una de las seis unidades complejo y el desplegamiento
de las hélices.

En el caso de los complejos formados entre N36 y los péptidos heteroquirales se obtuvieron
curvas similares a la del sistema natural, con una temperatura de fusién igual para los dos
analogos de 52.5 °C. Las dos curvas tenian forma sigmoidal, lo que indicaba la
cooperatividad del proceso de desnaturalizacion. Aunque las dos curvas eran similares entre
si, en el caso de complejo N36/M,C34 la curva muestra una mayor pendiente a
temperaturas por debajo de la de fusion, esto puede indicar que hay mas de un estado
intermedio en el proceso de desnaturalizacién. La introduccién de las modificaciones
adicionales en el extremo N-terminal de M3;C34 parecié estabilizar los cambios efectuados
en el extremo C-terminal en M,C34. No obstante, la desnaturalizacion del complejo
N36/M,C34 manifestd un cambio importante en la elipticidad cuando la temperatura se
aproxima a 52 °C, lo que esta relacionado con un cambio a un estado desestructurado.
Aunque los complejos formados son algo menos estables térmicamente que el sistema
nativo, mantuvieron gran parte de la cooperatividad en el proceso de desnaturalizacion. Al
comparar lo obtenido para estos complejos con las curvas de los péptidos individuales y la
mezcla control N36/M,C34L se observd que el complejo formado tiene una estructura bien
organizada en disolucion acuosa, que no sélo incrementa la helicidad del sistema, sino que
también esta relacionada con un incremento en la estabilidad térmica. Los complejos entre
N36 y los péptidos heteroquirales son estables a temperatura ambiental y fisiologica.
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Figura 23. Curvas de estabilidad térmica inspeccionada por seguimiento de la elipticidad a 222
nm en dicroismo circular. Curvas de los péptidos C34L (A) y N36 (C) de disoluciones 56 pyM y
10 uM, respectivamente, en tampon fosfato 10 mM, KF 10 mM a pH 7.4 y 30% de TFE. Las
curvas de los complejos de N36 con C34L (D), M,C34 (E) y M;C34 (F) se obtuvieron de las
disoluciones de las mezclas equimolares a 10 yM en tampén fosfato 10mM, KF 10 mM a pH 7.4.
Al lado derecho de cada curva de temperatura se muestra la primera derivada donde el
maximo indica la temperatura de fusion. En el panel B se encuentran la curva de fusion de la

mezcla equimolar 10 yM de N36 con M,C34L en tampén fosfato 10mM, KF 10 mM a pH 7.4
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1.8. Degradacion enzimatica con tripsina

Una de las limitaciones de usar péptidos como medicamentos es la susceptibilidad que
tienen a ser degradados por proteasas, lo que disminuye la vida media del producto
aumentando la cantidad de compuesto que debe ser administrado para que llegue a ser
activo. En el caso de T20 la dosis recomendada es de 180 mg diarios, que deben ser
suministrados mediante dos inyecciones subcutaneas’’. El periodo de eliminacion después
de ser administrado es de 3.8 h.”®.

La tripsina es una enzima involucrada en el proceso de digestion de proteinas en el intestino
delgado. Esta endoproteasa cataliza la hidrélisis del enlace péptido que se encuentra en el
extremo carboxilo de residuos de lisina o arginina (Figura 24), esto es en la posicion P1 de
acuerdo a la nomenclatura de Scherber & Berger’® de posiciones de escindibles de sustrato.
En el ser humano hay alrededor de 47 proteinas o dominios que pertenecen al grupo de
proteases cuya actividad enzimatica esta relacionada con la presencia de un residuo de
serina en el centro activo que tiene actividad de tripsina 8®'. En general, esta reaccion se da
en dos pasos, en primer lugar se produce un ataque nucleofilico de la serina del sitio activo
de la enzima sobre el enlace escindible del substrato que termina en la formacién de un
derivado acil-enzima y la liberacion del fragmento C-terminal; en un segundo paso el
complejo acil-enzima sufre un ataque de una molécula de agua y se libera el fragmento N-
terminal. En general se acepta que un residuo de histidina del centro activo actua como
base aceptando un protén y asi activar el residuo de serina como nucleofilo®. En el caso de
la tripsina y la mayoria de proteinas homologas un residuo de aspartico ubicado en la
posicién 189 es el responsable de establecer un puente salino con la lisina y/o arginina del
substrato, y de esta forma es el responsable de la especificidad de esta enzima®®.

La estabilidad de los péptidos frente a la tripsina se evalué controlando la digestion
enzimatica por RP-HPLC y espectrometria de masas. La reaccion enzimatica se llevo a
cabo usando una relacion molar enzima/péptido de 1:1500 en tampdén de carbonato de
amonio 50 mM a pH 8.5 y 37 °C, condiciones optimas de la actividad de esta enzima. El
progreso de la reaccién se analizd cada 15 minutos durante la primera hora y
posteriormente se tomaron controles mas espaciados entre si, el ultimo de obtuvo a las 48
horas. El péptido C34L se degradoé inicialmente en tres fragmentos que correspondian a la
ruptura de los enlace entre Arg7-Glu8 y entre Lys28-Asn29. A medida que la reaccién
transcurria se observo el aumento en la de la intensidad de la sefal a 15.8 minutos que
correspondia al fragmento C-terminal de la escision del enlace Arg7-Glu8 (Figura 25). Con el
tiempo se observo la aparicion de la sefial que corresponde al fragmento generado por la
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ruptura entre los enlaces Arg7-Glu8 y Lys28-Asn29 de masa molecular de 2616. Después
de 48 horas, se detectaron en el espectro de masas MALDI-TOF las masas moleculares de
los tres fragmentos resultantes del rompimiento de los dos enlaces escindibles. Por otro
lado, el enantidmero todo-D en presencia de tripsina permanecio estable a la degradacion
incluso después de 68 horas (Figura 26).

Figura 24. Sitio de hidrdlisis del sustrato catalizado por tripsina de acuerdo a la nomenclatura
propuesta por Scherber & Berger79, donde P1 puede ser arginina o lisina (A). Representacion
grafica del sitio activo de la tripsina en cintas (ribbons), el residuo del sustrato en la posicion
P1 y los residuos directamente implicados (His 56, Asp 189 y Ser 195) estan representados

como palos (stick) , el grafico se realizo a partir de PDB 1PQ5%*
A B

HM Y NH;

En las mismas condiciones se realiz6 la digestion enzimatica de M,C34 y M;C34. El péptido
M,C34, modificado sélo en la regién carboxilo terminal, se degrado mas lentamente que el
péptido natural. Tras 1 hora gran parte del péptido permanecié sin ser degrado, los
fragmentos derivados de la hidrolisis correspondian Unicamente a la escision del enlace
entre Arg7-Glu8 (Figura 27). Aun después de 48 horas, el cambio de la quiralidad de los
residuos 31 y 27 aumenta la estabilidad del péptido frente a la accién de la enzima. La
modificacion Glu27D-Glu esta ubicada en la posicion P2 (Figura 24) y la modificacion
GIn31D-Lys se encuentra la posicién P1, respecto al sitio de hidrélisis, esto demuestra que el
cambio de quiralidad de cualquiera de las posiciones inhibe la accion de esta enzima
protegiendo al péptido de la degradacion.

En el caso del péptido M3C34 se cambio la quiralidad y naturaleza del residuo en la posiciéon
2 (Trp2D-Glu) y también se sustituyé el Glu7 por Lys (Glu7Lys), ademas de las
modificaciones ya realizadas en la regién C-terminal de M,C34. En este caso, la enzima
hidroliz6 rapidamente el enlace entre Arg7Lys8 y ademas el enlace peptidico siguiente entre
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los residuos Lys8 y Asn9. La modificacion por D-Glu, la cual se realizdé para intentar
establecer un puente salino con Lys7, no fue suficiente para inhibir la accion enzimatica. Asi
que el cambio Glu7Lys introdujo un sitio mas de hidrolisis enzimatica. Por otra parte, las
modificaciones en la region C-terminal conservaron su resistencia a la ruptura enzimatica,
incluso después de 48 horas no se observé escision de los enlace entre Lys28-Asn29 y D-
Lys31-Glu32 al igual que lo ya observado para M,C34 (Figura 28). De acuerdo a estos
resultados se observdé que la modificacion de la quiralidad de la posiciones P1 y P2,
respecto al sitio de hidrdlisis, protegieron al péptido de la degradacion; sin embargo, una

modificacion a mayor distancia no afecta la actividad de la tripsina.

Figura 25. Seguimiento de la digestion con tripsina del péptido C34L (100 uM en tampon
carbonato de amonio 50 mM, pH 8.5 a 37 °C). A. Cromatogramas RP-HPLC adquiridos después
de parar la reaccion enzimatica con acido acético 1M a diferentes tiempos (0, 30 min., 60 min.,
5 h) usando un gradiente lineal de 0-70% de ACN con 0.036% de TFA en 30 minutos. Mediante
un indice numérico se indica el fragmento peptidico al cual corresponde cada pico en los
Cromatogramas. El asterisco muestra las senales de RP-HPLC que dan lugar a la masa
molecular del péptido sin degradar. B. Se muestran los espectros de masas MALDI-TOF de la

mezcla de reaccion al inicio (arriba) y 48 horas después (abajo)
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Figura 26. Seguimiento de la digestion con tripsina del péptido C34D (100 uM en tampodn
carbonato de amonio 50 mM, pH 8.5 a 37 °C). A. Cromatrogramas RP-HPLC adquiridos después
de detener la reaccion enzimatica con acido acético 1M a diferentes tiempos (0, 30 min., 60
min., 5 h) eluyendo con un gradiente lineal de 0-70% de ACN con 0.036% de TFA en 30 min. En
B se muestran los espectros de masas MALDI-TOF de la mezcla de reaccién al inicio (arriba) y

48 horas después (abajo)
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Figura 27. Seguimiento de la digestion con tripsina del péptido M,C34 (100 uM en tampodn
carbonato de amonio 50 mM, pH 8.5 a 37 °C). A. Cromatogramas RP-HPLC adquiridos después
de parar la reaccion enzimatica con acido acético 1M a diferentes tiempos (0, 30 min., 60 min.,
5 h) usando un gradiente lineal de 0-70% de ACN con 0.036% de TFA en 30 minutos. Mediante
un indice numérico se indica el fragmento peptidico al cual corresponde cada pico en los
Cromatogramas. El asterisco muestra las senales de RP-HPLC que dan lugar a la masa
molecular del péptido sin degradar. B. Se muestran los espectros de masas MALDI-TOF de la

mezcla de reaccion al inicio (arriba) y 48 horas después (abajo)
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Al tiempo en que la enzima degrada la mitad del péptido se denomina tiempo de vida media.
Este tiempo se calculd a partir de la variacion de la concentracidon del sustrato peptidico con
el tiempo. La evolucidén de esta reaccidn sigue una cinética de primer orden lo que permitié
calcular la constante cinética de la reaccion. A partir de la constante se calcula el tiempo de
vida media como el In2/K, (ver 6.6.3). El péptido M,C34 tuvo un tiempo de vida media de
133 minutos, casi el doble que el obtenido para el péptido natural (t;,=79 min.). Las
modificaciones realizadas en la region C-terminal le confirieron a M>C34 mayor estabilidad
frente a la hidrdlisis con tripsina.

Figura 28. Seguimiento de la digestion con tripsina del péptido M;C34 (100 uM en tampon
carbonato de amonio 50 mM , pH 8.5 a 37 °C). A. Cromatogramas RP-HPLC adquiridos después
de parar la reaccion enzimatica con acido acético 1M a diferentes tiempos (0, 30 min., 60 min.,
5 h) usando un gradiente lineal de 0-70% de ACN con 0.036% de TFA en 30 minutos. Mediante
un indice numérico se indica el fragmento peptidico al cual corresponde cada pico en los
Cromatogramas. El asterisco muestra las senales de RP-HPLC que dan lugar a la masa
molecular del péptido sin degradar. B. Se muestran los espectros de masas MALDI-TOF de la

mezcla de reaccion al inicio (arriba) y 48 horas después (abajo)
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1.9. Unién entre N36 y los péptidos analogos de C34 por

resonancia de plasmon superficial

La resonancia de plasmon superficial (RPS) es una técnica que permite medir interacciones
en tiempo real entre biomoléculas. Una de las moléculas, el ligando, se inmoviliza sobre la
superficie del sensor (chip) y el segundo componente, el analito, se hace pasar en solucién
a flujo constante sobre la superficie. La unién de las moléculas de analito a la superficie de
sensor genera una respuesta que es proporcional a la masa unida®. Esta respuesta se mide
como un cambio en el indice de refraccion del disolvente en la regiéon cercana a la superficie

causada por la asociacion y disociacién de las moléculas que interaccionan®.

Para obtener las medidas de SPR, los diferentes péptidos derivados de C34 se hicieron
pasar a través de la superficie de un sensor con N36 inmovilizado. Para unir el péptido a la
superficie, el residuo de serina N-terminal de N36 se oxid6 con periodato para obtener un
grupo aldehido, el cual reaccionaria con grupos carbohidrazida previamente unidos a la
superficie del sensor. Este método de inmovilizacion del péptido a la superficie del sensor
permitié unir quimioselectivamente péptido a la superficie dejando libres las cadenas

laterales para interaccionar.

1.9.1. Inmovilizacion de N36

Para unir el péptido N36 a la superficie del sensor se sintetizé un analogo modificado con un
grupo aldehido en el residuo N-terminal. Los B-hidroxi-a-aminoacidos como la serina, la
treonina se oxidan en presencia de periodato en medio basico para dar aldehidos®. La
oxidacion de la serina N-terminal de N36, hasta obtener un grupo glioxililo, permitid
inmobilizar este ligando selectivamente y evitar interacciones inespecificas debidas al
caracter basico de este péptido con la superficie carboxilometilada de caracter acido.

Figura 29. Oxidacion de la serina N-terminal de un péptido con periodato de sodio para obtener

un glioxilil-péptido.

o o)
g NalO, - o
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Para unir el ligando en primer lugar se activaron los grupos carboxilos de la superficie
derivatizandolos hasta ésteres de N-hidroxisuccinimida. Posteriormente se hizo reaccionar la
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superficie con carbohidrazida, la cual se uni6 la superficie dejando un grupo hidrazida libre
para reaccionar con el grupo glioxililo del ligando. La reaccion del aldehido con la hidrazida
dio lugar a la formacién de un enlace hidrazona. Para evitar la perdida de ligando, por
hidrélisis del enlace hidrazona, este se redujo con cianoborohidruro de sodio. Los puntos del
sensor con grupos aun activos se bloquearon con etilendiamina para evitar cargas negativas
que conducirian a la asociacién no covalente del ligando sobre la superficie.

1.9.2. Interaccion entre N36 y los péptidos analogos de C34

Las medidas obtenidas de resonancia de plasmon superficial (SPR) permitieron determinar
la interaccion entre los péptidos en disolucion al pasar sobre la superficie del sensor con
N36 inmovilizado. Todos los péptidos analogos de C34 interactuaron con el péptido N36, lo
que se observd por un aumento en la respuesta de SPR al inyectar las muestras a
diferentes concentraciones. El complejo formado fue estable a diferentes condiciones de pH
o viscosidad producidas al inyectar HClI 100 mM, NaCl 100 mM y 0.05% de SDS; sin
embargo, el complejo pudo disociarse por tratamiento con el surfactante 0.03% de tritén X-
100, el cual se empled para regenerar la superficie al final de cada ciclo.

Figura 30. Inmovilizacion general de aldehidos sobre la superficie de un sensor CM5
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Cabe destacar que, C34D fue capaz de interactuar con N36 y el complejo formado se
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disociaba lentamente. Esta interaccién era altamente dependiente de la concentracidon
salina, por lo que las muestras se disolvieron en tampdén con una concentracién alta de
sales, para evitar interacciones electrostaticas. No obstante, el hecho de que este péptido no
inhibiera la fusibn en ensayos in vitro, mostraba que esta asociacion se debia a
interacciones no especificas, probablemente entre los residuos basicos de N36 y los acidos

de C34D, y no a la formacion de un complejo con una estructura ordenada como en el
sistema nativo.

Figura 31. Sensogramas de la union entre N36 y los péptidos derivados de C34: C34L* (A),
M,C34 (B), M3C34 (C), control negativo® (D) y C34D* (E). Los estudios de la interaccién fueron
realizados sobre un sensor CM5 (Serie S) con OHCCO-N36 inmovilizado usando un grado de
inmovilizacion de 160 RU. Los péptidos se inyectaron en las concentraciones indicadas en la
parte superior-derecha de cada conjunto de sensogramas. Cada muestra se inyecté primero
durante 300 segundos y posteriormente se detecté la disociacion durante al menos 200
segundos. La uniéon de los péptidos se realizé en tampén de fosfato 10 mM y NaCl 0.5 M
usando un flujo de 5 pL/min a 25°C. Se utilizé el analogo de C34L* con el grupo amino libre

terminal libre debido a la insolubilidad del péptido acetilado.
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9 El péptido control negativo es un péptido con una secuencia no relacionada con HIV-1 (Ac-AQKQASPDALEKNLPKADNASL-NH.)
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Para calcular las constantes de afinidad y cinéticas se usé el modelo de unién 1:1%8%°,
asumiendo que cada molécula de N36 se asocia con una molécula de péptido en disolucion.
No obstante, el comportamiento real de la interaccién es algo mas complejo, puesto que
estos péptidos interaccionan para formar un haz de seis hélices, donde tres unidades de
C34 rodean tres unidades de N36. Por esta razén, las constantes calculadas se
consideraron aparentes y su significado es cualitativo (Tabla 5). Los analogos heteroquirales
tuvieron una alta afinidad por N36, aunque esta fue inferior a del sistema natural con C34.
Comparando el comportamiento de la interaccion entre los dos analogos heteroquirales se
observé que las modificaciones realizadas en M3;C34 en la region N-terminal mejoraron la
constante de asociacion cinética (kas) con respecto al analogo M>C34 y en consecuencia se
incremento la constante de afinidad por N36. Esta diferencia en la afinidad por N36 de los
dos analogos heteroquirales se correlaciona con al aumento en la helicidad y estabilidad

térmica de complejo M3;C34/N36 observado por dicroismo circular.

Tabla 5. Constantes aparentes de afinidad y cinéticas de asociacion y disociacion de las

interacciones entre N36 y los péptidos derivados de C34 ((C34L*, C34D*, M,C34, M;C34).

Kas (1/Ms) Kais(1/5) Ka (1/M) Ko (M) %
C34L* 5.56x10°|  7.50x10°| 7.41x10* | 1.35x10° | 4.74
M,C34 0.62x10°|  1.97x10?| 3.15x10° | 3.18x10* | 4.31
M5C34 1.91x10°|  1.12x10%| 1.70x10* | 5.88x10° | 1.91
C34D* 2.57x10°|  3.73x10°| 6.90 x10* | 1.45x10° | 0.885

1.10. Conclusiones

En la sintesis de los péptidos analogos de C34 y N36 se identificaron las reacciones
laterales que tenian mayor influencia en el rendimiento final. En el caso de los analogos con
la secuencia inversa de C34 se observd que la oxidacion del residuo de Met2 hasta
sulfoxido redujo el rendimiento de la sintesis a la mitad, este subproducto se minimizé al
realizar la acetilacion del grupo amino terminal y la escision del péptido de la resina en
atmosfera saturada de nitrégeno. En el caso de la sintesis de N36 se encontré el
acoplamiento incompleto de la lle34, la adiciébn de un segundo ciclo de reaccidbn mejord

notablemente los rendimientos finales de la sintesis.

El cambio de quiralidad de todos los aminoacidos genera la perdida de la capacidad del
péptido de inhibir la fusién del virus. Aunque C34D tenga tendencia a organizarse en una
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conformacion helicoidal, este enantiébmero es incapaz de inhibir la fusién en los ensayos con
células. ElI cambio de estereoquimica de los centros quirales genera una distribucidon
espacial de las cadenas laterales del péptido, en sentido contrario a las del péptido natural.
Igualmente, los péptidos isbmeros con la secuencia invertida (retro- y retroenatio-) aunque
tienen tendencia a estructurarse en hélices son inactivos.

Los péptidos heteroquirales, con modificaciones parciales por D aminoacidos mantienen la
habilidad de inhibir la fusion en los ensayos de replicacion viral y de formacién de sincitios.
Las modificaciones en la regién C-terminal de péptido protegen de la ruptura catalitica, por
parte de tripsina, de los enlaces formados entre los residuos Lys28-Asn29 y D-Lys31-Glu32.
Los péptidos disefiados conservaron la distribucion espacial de los residuos mas
importantes para la interaccion y sélo se modificaron los residuos ubicados fuera de nucleo
hidrofobico en los extremos terminales. Esto hizo posible introducir cambios de quiralidad de
residuos puntuales aumentando la solubilidad y manteniendo tanto la estructura secundaria
como la actividad de los péptidos.
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