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2. Objetivos

e El VIH afecta 38 millones de personas en el mundo y se ha descrito el fracaso terapéutico debido a Profundizar en el estudio de los compuestos que alteran la multimerizacion de la capside de VIH in vitro.

la resistencia a multiples farmacos: *°

e La capside del VIH esta formada por el ensamblaje de una unica proteina virica (CA), crucial para la * Evaluar el efecto de los compuestos en la multimerizacion in vitro de la CA-NC.

replicacion y la infectividad del virus! o Estudiar la inte(accién de los compuestos con la proteina de la capside mediante termoforesis a
e Trabajamos en el desarrollo y caracterizacion de moléculas capaces de interaccionar con la CA o microescala utilizando la proteina CA wild type (CAwt) y una CA mutante (CAmut) resistente a
interferir con la multimerizacién de la CA-NC como potenciales farmacos antirretrovirales. Lenacapavir.
e Se realizd un screening virtual masivo (Atomwise) con inteligencia artificial que identifico 84 e Evaluar la actividad de los compuestos en un modelo in cellulo de infeccion por VIH.
/ . . ./ . / 5
moléculas que interaccionan con una region conservada en la interfase entre monomeros de la CA. e Trabajar en la elucidacidn de la naturaleza de la interaccién mediante docking molecular
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Figura 2. (A) Se realizo in vitro en buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 8,2. Se midid Abs a 350 nm cada 30 s a 42°C. Los
compuestos se ensayaron a dosis fijas (0,5% DMSOQ) vy se realizaron dos controles con la proteina en 0,5% DMSO y CANC sin
DMSO. (B) Ejemplo de grafico de Abs a 350 nm en funcion del tiempo, la pendiente de la porcion lineal de las curvas se utilizo

din ¢ N para calcular el porcentaje de alteracion con la formula: % de alteracion = pendienteCompuesto*100/pendienteControl,
= ysetgad?gggag't%givdggtgb'“dadg A . T obteniendo un valor positivo o negativo para compuestos que aceleran (C72) o reducen (C28) la velocidad de multimerizacion
o R R R R E AR E R E R R R R R R R E R R E A EEAEEEEEEEEEE i de CANC’ respectivamente.

Figura 1. (A) Para el sitio altamente conservado seleccionado, la red neuronal analizo las coordenadas tridimensionales de cada
complejo proteina-ligando, se seleccionaron 30.000 ligandos que se clasificaron garantizando diversidad y seleccionaron los
compuestos con mayor puntuacion de cada grupo, 84 en total. (B) Se utilizd la estructura cristalina de la proteina nativa de la

Multimerizacidn in vitro .
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capside del VIH-1 de longitud completa en complejo con PF74 PDB 4XFZ) para reconstruir la estructura del hexamero =i
completo. A continuacion, se conservaron dos monomeros adyacentes (denominados A y B) v se utilizaron como primer objetivo. 10
Se puede observar que los diferentes compuestos adoptan distintos posicionamientos en la estructura. .
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(4000 células/celda) e o e o T, Compuesto
£ E 1 Anilicie de Lo actividad gre'gﬁzgc?énsedreelal{;&ugne nigkluciaie 1|[}\F/1]|Zb_|tc)|Lo ncdoemlg Figura 3. Porcentaje de alteracion provocado por los compuestog sobre la multimerizacion de la CA-NC, las lineas
+ 100 particulos de 1 cons do Lo wtc.if?rasafugh :control positivo las células se pretrataron con horltzontales(. dc?' cglor gris lclaro |rEd|ca;n el punto de corte del 40% utilizado para seleccionar candidatos para estudios
VTR post infeccion DMSO y COMo control negativo no se infectaron, posteriores (INdicados en CoOlor mostaza).
e Y e e v
: se determino la infeccion viral mediante el analisis
:de la actividad luciferasa midiendo luminiscencia
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Figura 5. El porcentaje de infeccion se determind como (ULR de la muestra-ULR de células no infectadas)/(ULR del control : : con ,5/0 DMS0O >¢ agredo v
; : o : . : : , : proteina CA. Se estudio la afinidad
DMSO-ULR de celulas no infectadas). Las barras coloreadas corresponden a compuestos que disminuyen la infeccion viral : ' A0 FE5 T B S ! : de enlace de los compuestos con la
mas de un 40% con respecto al control. Se marcan con un aterisco los compuestos con mejores resultados en el ensayo de : : : /
: N : +10 pL CA 100 nM : proteina CA a 50 nM.
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Las diferentes metodologias utilizadas permiten seleccionar compuestos en funcion de su capacidad oo &
para alterar la velocidad de multimerizacion de la CA acelerando o relentizando la misma, de reducir la
carga viral en el modelo de infeccion en células o de sus valores de Kd en el ensayo MST , Asi, _
podemos decir que estas metodologias son complementarias, en algunos casos reafirman resultados N s 50T %]
previamente obtenidos o arrojan nueva informacion a tener en cuenta. | ? % T
Este trabajo nos ha servido de base para seleccionar compuestos y continuar profundizando en su e B N
desarrollo, en la comprension del efecto de éstos en el ciclo de replicacion y la infectividad del virus, y WOEI0L MO0 1008 007 TOE06IOROSI0E04 10E03 10E0: T comenon e e
paralelamente comenzar estudios de citotoxicidad, metabolizacion y estabilidad que permitan avanzar Figura 7. Evaluacion MST de compuestos seleccionados, se grafica la media +/- SD de tres mediciones independientes, la
en el desarrollo de los mismos como posibles antirretrovirales contra VIH-1. concentracion de ligando se expresa en mol/l. (A) CAwt, para la que se identificaron 4 compuestos (C3, C11, C29 y C37) con

................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................. afinidades que oscilan entre 120 y 488 uM. (B) CAmut naturalmente resistente a Lenacapavir, C37 y C29 presentan afinidad 2 y
5 veces mayor por el mutante, respectivamente, siendo moléculas interesantes para cepas resistentes. Por el contrario, la union
de C3 no es detectable con la CAmut.
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