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DESCRIPCION

Componentes para la supresion de la transactivacion del HIV por Tat.
Antecedentes de la invencion
1.Campo de la invencion

La presente invencién estd relacionada con el aislamiento, la purificacion, y la caracterizacion de derivados de
1,4-bis-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-dimetilbutano (4dcido nordihidroguaiarético, NDGA). Los derivados fueron aislados
a partir de hoja y flor de chaparral (Larrea tridentata, Zygophyllaceae) y, conjuntamente con NDGA, pueden ser
utilizados para suprimir la transactivacién por Tat en lentivirus, incluyendo el virus HIV.

2. Descripcion de la técnica relacionada

La Tat es una transactivadora de la expresién del gen del virus de inmunodeficiencia humana (HIV) y es uno de los
dos o mds factores reguladores viricos necesarios (Tat y Rev) para la expresion del gen del HIV. La Tat actia mediante
unién con el elemento TAR RNA y la activacién de la transcripcién a partir del promotor de repeticién terminal larga
(LTR).

La proteina Tat estabiliza el alargamiento de transcripcion y se ha demostrado que estd involucrada con el inicio
de la transcripcion. Estudios previos han demostrado que la Tat media en la reduccién de la proliferacion de células
T dependiente de anticuerpo, contribuyendo sustancialmente al fracaso de la respuesta inmunitaria. La Tat estimula
también directamente el crecimiento de las células de Kaposi.

Dado que la Tat no tiene homoélogos celulares aparentes, este potente regulador positivo se ha convertido en un
objetivo atractivo para el desarrollo de farmacos anti-AIDS (ver Figura 1). Como contrapartida a los inhibidores de
transcriptasa inversa HIV disponibles en la actualidad (AZT, DDI) o a los potenciales inhibidores de proteasa que
evitan nuevas rondas de infeccién, in inhibidor que suprima la expresion regulada por Tat del gen virico de DNA
provirico, detendrd el virus en un estado temprano (Hsu et al., Science 254: 1799-1802, 1991).

Los esfuerzos llevados a cabo para la elucidacion de factores que controlan la expresion génica en niveles trans-
cripcionales y post-transcripcionales en eucariotas huésped han hecho posible la valoracién cuantitativa de la funcién
Tat (Sim, Ann, N.Y. Acad. Sci. 616: 64-70, 1990). Para efectuar un cribado dirigido a localizar inhibidores de la
transactivacién regulada por Tat (Tat-TRS), el gen informador de la fosfatasa alcalina placentaria secretada (SEAP)
es puesto bajo control del promotor HIV-1LTR en el plasmido pBC12/HIV/SEAP. La actividad codificada por Tat es
suministrada por una segunda construccién de pldsmido pBC12/CMV/t2. La co-transfeccién de células COS con estos
dos plasmidos conduce a la secrecidn de la fosfatasa alcalina en el medio de cultivo, el cual es analizado a través de
un simple ensayo colorimétrico (Berger et al., Gene 66:1-10, 1988). El ensayo SEAP, por consiguiente, proporciona
una determinacién indirecta de la transactivacién por Tat. Un inhibidor deberia provocar la reduccién de la actividad
SEAP debida a la inhibicién de la expresiéon de SEAP mRNA a través de la transactivacion del promotor HIV-1 LTR,
por medio de la proteina Tat (Tat-TRS).

Resumen de la invencion

En la presente solicitud, describimos la actividad inhibidora de Tat-TRS de la planta del desierto denominada
Larrea tridentata. De entre diversos extractos de planta preparados a partir de plantas medicinales procedentes del
desierto y de selvas tropicales, utilizadas en medicina tradicional contra afecciones viricas, tan solo el extracto total
procedente de las hojas y las flores del chaparral (Larrea tridentata) mostraba actividad inhibidora de Tat-TRS. Este
extracto inhibe también los efectos citopdticos del HIV en células linfoblastoides humanas infectadas crénicamente
con el virus, segtin se ha valorado a través del ensayo de formazan soluble recientemente desarrollado (Weislow et al.,
JNCI 81: 577-586, 1989).

La presente invencién describe un procedimiento in vitro para la supresion de la transactivacion por Tat de un
lentivirus en una célula, que comprende los pasos de:

a) administrar a la célula un compuesto de la siguiente férmula estructural:

en la que R,, Ry, R; y R, son, cada uno de ellos, seleccionados de entre el grupo que comprende HO-,
CH;0- y CH;(C=0)0-; y
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b) permitir que el compuesto suprima la transactivacién por Tat del lentivirus en la célula.

Se describe también la utilizacién de un compuesto, tal y como se ha definido anteriormente, en la preparacién de
un medicamento para la supresion de la transactivacion por Tat en una célula.

Se describe adicionalmente un procedimiento para la produccion de una preparacion que comprende un compuesto
tal y como se ha definido anteriormente, comprendiendo los pasos de:

a) proporcionar hojas de chaparral que han sido secadas y reducidas a polvo;
b) extraer el polvo con una mezcla de cloroformo y metanol para formar un extracto; y
c) tratar el extracto con hexano para producir materiales insolubles en hexano;

en donde los materiales insolubles en hexano contienen un compuesto de la férmula indicada anteriormente.

Cada uno de los compuestos fue aislado a partir de extractos de hoja-flor de chaparral Larrea tridentata y es un
derivado de 1,4-bis(3,4-dihidroxifenil)-2,3-dimetilbutano (dcido nordihidroguaiarético, NHGA).

Ademds, el NDGA y cada uno e los derivados pueden ser utilizados para suprimir la transactivacién por Tat de un
lentivirus, incluyendo el virus HIV, en una célula, mediante la administracién a la misma de NDGA o de uno de sus
derivados.

Breve descripcion de los graficos

La Figura 1 ilustra, de forma gréfica, el ciclo vital de HIV-1 y diferentes sitios de actuacion de potenciales agen-
tes terapéuticos, incluyendo inhibidores Tat-TRS. El paso de transcripcién de base es indicado por 1 y el paso de
transactivacion dependiente de proteina reguladora virica por 2.

La Figura 2 muestra la induccién de la expresion de la fosfatasa alcalina secretada (SEAP) en el ensayo SEAP
estandar.

La Figura 3 muestra la inhibicién de la actividad Tat-TRS por medio de extracto total de chaparral en el ensayo de
fosfatasa alcalina secretada (SEAP).

La Figura 4 muestra un andlisis de inhibidores HIV Tat obtenidos a partir de plantas en Componente Lo, a tra-
vés de cromatografia gaseosa (GC), utilizando un andlisis en columna de fenilmetilsiloxano al 5% (HP-5)reticulada
capilarmente, no destructiva. El tiempo de elucién (en minutos) aparece en cada uno de los picos.

La Figura 5 muestra un anélisis de inhibidores HIV Tat obtenidos de plantas en Componente Gr, a través de croma-
tografia gaseosa (GC), utilizando un andlisis en columna de fenilmetilsiloxano al 5% (HP-5) reticulada capilarmente,
no destructiva. El Componente Gr es una mezcla compleja. El tiempo de elucién (en minutos) aparece sobre cada uno
de los picos.

La Figura 6 ilustra la inhibicién de la expresiéon de SEAP inducida por Tat, por medio del compuesto sencillo
derivado de planta Malachi 4:5-6 (Mal 4) y NDGA, en el ensayo de fosfatasa alcalina secretada (SEAP).

La Figura 7 muestra la cuantificacién de produccién de formazan XTT, como medicion de células viables en
cultivos tratados con Mal 4 de células CEM-SS infectadas o no con HIV, en dos experimentos separados. El porcentaje
de produccién de formazdn XTT para células infectadas sin tratamiento Mal 4 para el experimento 1 era del 8,9% y
para el experimento 2 del 7,5%. Para el experimento 1, las células no infectadas se representan por .-. y las células
infectadas por x-x. Se averigué que la ECs, era de 4,25 ug/ml o 13,4 uM. La ICs, se estim6 en 100 ug/ml 6 325 uM.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

La presente invencion describe el aislamiento, la purificacion y la caracterizacién de derivados de 1,4-bis-(3,4-
dihidroxifenil)-2,3-dimetilbutano o dcido nordihidroguaiarético (NDGA). Cada uno de los derivados de NDGA fue
aislado, purificado y caracterizado segin los siguientes procedimientos.
Materiales y procedimientos

Linea celular: células COS-7 con origen de replicacién SV40 fueron mantenidas en Medio Dulbecco Modifica-

do por Isocove (IMDM), suplementado con suero fetal de ternera (FCS) al 10% y antibidticos. Las células fueron
incubadas en una incubadora humidificada con 95% de O,/5% de CO,, a 37°C.
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Pldsmidos: el plasmido pBC12/HIV/SEAP, que contiene el promotor HIV LTR sensible a Tat con el gen informador
SEAP pero no la funcién codificada por Tat, fue utilizado para expresar la actividad SEAP de base; el pPBC12/CMV/t2
suministraba la funcién codificada por Tat, a saber, el nivel SEAP inducido. El pBC12/RSV/SEAP, que contiene
el promotor de Virus de Sarcoma de Rous (RSV)LTR insensible a Tat, se utiliz6 como control positivo. Todos los
plasmidos fueron obtenidos del Dr. Bryan Cullen, Duke Medical Center. Los plasmidos pSEAP y pBKCMV y HIV
LTR y Tat DNA se encuentran disponibles comercialmente en Clontech y Startagene. La transformacion de plasmido
fue lograda en cepa de E. coli MC1061, la cual fue obtenida de la Dr. Barbara Bachmann, Department of Biology,
Yale University. La cepa E. coli MC1061 puede ser también adquirida en Clontech. Los DNAs de plasmido fueron
purificados utilizando el kit de purificacién Qiagen® (Qiagen).

Reactivos quimicos: 1a dietanolamina (#31589) y el p-nitrofenilfosfato (#1768) fueron adquiridos en Fluka BioChe-
mika y la L-homoarginina (#H-1007) fue adquirida en Sigma Co. La lipoespermina DOGS (Transfectam®, #E123A,
Promega) fue utilizada en estudios de transfeccion de DNA.

Preparacion de materiales de plantas de prueba: Las hojas y las flores de chaparral fueron recogidas basandose
en informaciones etnofarmacolégicas. Los materiales de planta fueron secados y molidos en un molino Willy de 3
mm de tamiz. En estudios piloto, 1 g de planta en polvo fue inicialmente extraido a través de sucesivas maceraciones
utilizando una mezcla de cloroformo: metanol. El extracto fue concentrado hasta residuo. La totalidad de los 176 mg
generados de extracto crudo fueron tratados 7 veces con 3 ml de hexano. El paso proporcionaba 137 mg de materiales
no solubles en hexano (HI) y 31 mg de materiales solubles en hexano (HS). Todos estos extractos fueron monitorizados
paso a paso mediante SiO, con carbonizacién con sulfato de cerio, CeSO, al 2% (peso(Volumen) en H,SO, al 5,6%
(volumen/volumen) y mediante el ensayo SEAP, para determinar la actividad Tat-TRS.

Para el ensayo SEAP, los materiales fueron disueltos en solucién de DMSO al 10%, preparada en PBS exenta de
calcio/magnesio. La suspensién fue centrifugada y la solucién stock (10 mg/ml) esterilizada con filtro, utilizando un
filtro Millex®-GS 22 um (Millipore). Se prepararon diluciones apropiadas de solucién stock en una concentracién de
DMSO final del 0,2% en PBS, para obtener las diversas concentraciones de los compuestos de prueba.

Fraccionacion diferencial y purificacion del ingrediente activo por medio de cromatografia a contracorriente
(CCC). Sobre la base de los resultados preliminares de las fracciones anteriores en el ensayo SEAP, se llevé a cabo
un fraccionamiento adicional del HI insoluble, por medio de CCC. Esto condujo a la identificacién de dos destacadas
fracciones activas, denominadas componentes “Verde” y “Amarillo”. La identificacién de las fracciones mds activas
a partir de estos estudios anticipados trajo como consecuencia un fraccionamiento diferencial en toda regla del polvo
de planta, en el intento de generar una gran cantidad de las fracciones Verde y Amarilla. Este fraccionamiento fue
llevado a cabo sobre 101,4 gramos de polvo de planta y se inici6é con un paso de tratamiento con hexano, tal y como
se muestra en la Tabla 1.

Mediante cromatografia de particién liquido-liquido a contracorriente, utilizando la centrifugadora planeta de eje
transversal (CPC) descrita por Ito y Conway, CRC Critical Rewiwes of Analytical Chemistry 17:65 et seq., 1986, se
logré un fraccionamiento adicional de los principales componentes a partir de la fase organica (OG), después de parti-
cién con cloroformo:agua. El sistema de disolventes 6ptimo consistia en una mezcla de hexano:EtOAC:MeOH:NaCl
al 0,5%, en la proporcién 6:4:5:5, con la capa superior (capa organica) como fase mévil. Cinco gramos de la fraccién
orgdnica fueron disueltos en 23 ml de una mezcla de las dos fases e introducidos en el serpentin a través de una vélvula
de bucle. La fase mdvil fue bombeada a través del serpentin, a la vez que rotaba a razén de 800 rpm. A un caudal de
aproximadamente 4 ml por minuto, aproximadamente el 32% de la fase estacionaria se perdi6 inicialmente (retencién
del 68%). Tras la aparicién de fase mévil en el eluido, fracciones de la fase mévil fueron recogidas, evaporadas a
sequedad, monitorizadas a través de TLC y agrupadas en 5 lotes: frente Disolvente (SF), Verde (Gr), Amarilla (Ye),
Roja y fase Estacionaria (STP). Todas estas fracciones fueron después monitorizadas por medio del ensayo SEAP, con
vistas a determinar la actividad Tat-TRS.

Se obtuvo una purificacién adicional de las fracciones Verde y Amarilla por medio de CCC, utilizando una cen-
trifugadora planeta de eje transversal, conocida como serpentin separador-extractor multicapas Ito (Ito and Conway,
CRC Critical Reviews of Analytical Chemistry 17:65 et seq., q986). El sistema disolvente estaba constituido por una
mezcla de hexano:EtOAC:MeOH:NaCl al 0,5% (7:3:5:5). Doscientos miligramos de la fraccién Verde proporcionaron
6,8 mg de un componente denominado Gr, a saber, 0,051% del rendimiento total basado en el polvo de planta origi-
nal. Estudios similares sobre la fraccion Amarilla (Ye) generaron 9,3 mg de un componente denominado Lo. Estos
componentes purificados (Lo y Gr) comprenden cada uno de ellos diversos compuestos y sus correspondientes frac-
ciones “madre” fueron almacenadas a 4°C hasta ser objeto de comprobacién para determinar su actividad biolégica y
utilizadas para posterior caracterizacion.



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312168 T3

TABLA 1

Fraccionamiento diferencial y cromatografia a contracorriente (CCC) de derivados de NDGA procedentes de

chaparral (larrea tridentata)

POLVO DE PLANTA

(101,4 G)
-CHCL; Maceracién con MeOH
{3x700 mi)
4“-'__,,.-- Filtracién
RESIDUD ]
FILTRADQ {(SECADO)
@109
Tratamiento con hexano
(7x100 ml)
il \ Insoluble en hexano
Soluble en hexane HE17.6
(HS: 2,6 g (Y ®
HI: 10.0g
CHCL,: 1,0 Purtition
FASE ORGANICA
FASE ACUOSA RESIDUOS {0G:549
{(AP:31g) INSOLUBLES -
]
Tratamiento con s
ETOAC i
(5%50 ml) '
]
ETOAC INSOLUBLE ETOAC SOLUBLE :
{8.75g) - - e e e
FASE ORGANICA (0G)
50G)
I
FRENTE DISOLVENTE ~ YERDE AMARILLO
(0,38 G) 0,802 (041 G) RED FASE
200 mg 200 MG 0,30 g) ESTACIONARIA
ccy cce (315
1o 9,3 mg)
Gp {6.8 mg) {algunas manchas, todavia
Rendiwmiento: 85190 una mercla)
G § compnuestos puros L: 4 compuesios purps
\ G v o
VerEshucturas; O3 Ver Estucturas: L2
o3 3
G4 14

Cultivo celular y transfeccion de DNA: células COS fueron mantenidas tal como se ha indicado anteriormente
(Cullen, Cell 46: 973-982, 1986). La transfeccién de DNA fue llevada a cabo utilizando un procedimiento modificado
de la lipospermina (Tranefectam®, Promega #E123A), procedimiento descrito originalmente en otra parte (Loeffler
and Behr, Methods in Enzymology 217: 599-618, 1993). Brevemente, un dia antes de la transfeccién de DNA, pocillos
de fondo plano Linbro® 24, con placas de 17 mm de didmetro, fueron pretatradas con 0,5 ml de solucién estéril de
gelatina al 0,1%. Las placas fueron mantenidas en la campana durante 1 hora (todos los pasos de la transfeccién se
llevaron a cabo en la campana, salvo que se indique lo contrario). La solucién de gelatina fue aspirada y las placas
lavadas con 0,5 ml de IMDM suplementado con suero fetal de ternera al 10% y antibiéticos (medio completo).Se
sembraron células COS a una densidad de aproximadamente 1,5 x 10° células por placa de 17 mm y se incubaron
en una incubadora humidificada con 95% de O,/5% de CO,, a 37°C. La transfeccion de DNA fue llevada a cabo a
una confluencia celular de entre el 30 y el 50%. La solucion stock del reactivo Transfectam, DOGS, fue preparada
segun el consejo del fabricante a razén de 1 mg/0,380 ml (2,38 mg/ml 6 3,4 mM) en etanol al 10% en agua destilada
(volumen/volumen).
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La mezcla de transfeccién comprende dos soluciones preparadas en tubos estériles:

a) la Solucién A contenia una solucién estéril de NaCl 150 mM + DNAs de plasmidos (gen no seleccio-
nado/gen seleccionado, en una proporcién 2:1) 0,35 ug de pBC12/HIV/SEAP por pocillo + 0,175 ug de
pBC12/CMB/t2 (que codifica para la funcién Tat) por pocillo.

b) la solucién B contenfa un volumen igual de NaCl 150 mM y un volumen de Transfectam® determinado
como 6 veces la cantidad total de DNAs. Las soluciones A y B fueron homogeneizadas y mezcladas de
inmediato.

Se dej6 que la reaccién se desarrollase durante un periodo de 10 minutos. Entretanto, el medio de cultivo fue
extraido de las células COS subconfluentes y se afiadieron 300 ul (100 ul de medio completo IMDM + 200 ul de medio
exento de suero) a cada uno de los pocillos. La mezcla de transfeccién fue administrada a los pocillos a igualdad de
volumen. Muestras control que no contenfan DNA fueron tratadas de forma similar y recibieron tan solo solucién de
NaCl 150 mM. Todas las muestras fueron incubadas durante un periodo de entre 10 y 12 horas, después de lo cual se
afiadieron 700 ul de medio de crecimiento completo. Compuestos de prueba, preparados en DMSO al 5%/PBS exento
de Ca y Mg (para materiales no solubles en agua) fueron afiadidos inmediatamente, a diversas concentraciones, a los
pocillos. Todas las muestras fueron después incubadas durante un periodo adicional de 48 horas, transcurrido el cual
se extrajeron 300 ul de cada uno de los sobrenadantes de cultivo, para proceder al andlisis SEAP.

El ensayo de la fosfatasa alcalina secretada (SEAP): el andlisis de fosfatasa alcalina secretada fue llevado a cabo
tal y como se describi6 originalmente (Berger et al., Gene 66:1-10, 1988). Brevemente, se extrajo una alicuota de 250
ul, procedente de sobrenadantes de cultivos celulares COS, se calent6é a 65°C durante un periodo de 5 minutos para
inactivar, de forma selectiva, la fosfatasa endégena (la SEAP es estable al calor) y se centrifugd en una Microfusa
durante un periodo de 2 minutos. A 100 ul de alicuota de las muestras se les afiadieron 100 ul de tampén de ensayo 2 x
SEAP (dietanolamina 1,0M, pH 9,8; MgCl, 0,5mM; L-homoarginina 10 mM). La solucién fue mezclada y transferida
a un plato de cultivo de fondo plano de 96 pocillos (Corning). Veinte ul de la solucién sustrato precalentada (p-
nitrofenilfosfato 120 mM disuelto en tamp6n de ensayo 1 x SEAP) fueron administrados con una multipipeta en el
interior de cada uno de los pocillos que contenian la mezcla de reaccion. La A,y de la reaccion fue leida a intervalos
de 5 minutos a 37°C durante 60 minutos, utilizado el lector de microplaca EL340i (Bio-tek Instruments, Inc.), con
agitaciones de 5 segundos antes de cada lectura. El cambio en la absorbancia fue reflejado de forma gréifica frente al
tiempo en el ensayo estdndar de induccién de SEAP. En el ensayo de cribado de farmaco, se calculé el porcentaje de
inhibicidn de la expresion de SEAP, a los 30 minutos, de acuerdo con lo siguiente:

% inhibicién = 100 -[(CT*-C*) x 100]

En donde:

C~ : muestra control (sin DNA ni farmaco)

CT~ : muestra control (+DNA, sin fairmaco)

C* : muestra tratada con farmaco (sin DNA, + farmaco)
CT* : muestra tratada con farmaco (+DNA, + farmaco)

Optimizacion de la técnica de transfeccion: En la transfeccion de DNA de células eucariotas se utilizan diversas
técnicas. Estos procedimientos incluyen la co-precipitacién de DNA con fosfato cdlcico o polimeros catiénicos, el de-
bilitamiento de la membrana celular, ya sea a través de medios quimicos (detergentes, disolventes, enzimas, polimeros
anféfilos) o por medio de medios fisicos (shocks térmicos, osméticos o eléctricos o bombardeo de particulas). Estas
técnicas sufren, en alguna medida, de eficacia variable y de diversos grados de toxicidad.

Los requisitos previos para que las células estén en condiciones de absorber el DNA, a saber, de cruzar la mem-
brana citopldsmica intacta, son “la compactacién y el enmascaramiento de las cargas de DNA” (Loeffler and Behr,
Methods in Enzymology 217: 599-618, 1993). Estos requisitos se han cumplido de forma satisfactoria con el procedi-
miento Transfectam® desarrollado recientemente. El reactivo Transfectam (dioctadecilamidoglicil espermina) es una
lipopoliamina catiénica sintética que contiene un grupo cabecera espermina cargado positivamente, con una fuerte
afinidad para el DNA (Ky= 107 -1077 M). Este grupo cabecera espermina estd covalentemente unido a un resto lipido
por medio de un enlace péptido. Las moléculas lipospermina se unen al DNA, revistiéndolo con una capa lipidica.
En presencia de lipospermina en exceso, se forman vesiculas de DNA pldsmido catiénico revestidas con lipido y la
parte lipidica del complejo se fusiona con la membrana celular. Se cree que la internalizacién del DNA tiene lugar por
medio de endocitosis.

Se ha demostrado que la transfecciéon mediada por transfectam proporciona una eficacia superior a la de los pro-
cedimientos actuales (Barthel et al., DNA and Cell Biology 12(6): 553-560, 1993). Ademds, el Transfectam® es un
reactivo estable y virtualmente no citotéxico. No obstante, tuvieron que valorarse factores que intervienen en la op-
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timizacion de la transfeccién en la linea celular especifica COS. Entre dichos factores se incluyen, la duracién de la
transfeccion, la proporcién de reactivo Transfectam a DNA, la concentracién de DNA y otros factores de dilucién,
tales como el volumen y la concentracién de NaCl. Los resultados de optimizacidn de las condiciones de transfeccién
se muestran mds adelante:

a) Duracion de la transfeccion: se cultivaron células COS, con una concentraciéon de DNA pldsmido determinada,
en estudios de desarrollo temporal. Estos estudios se dirigian a la seleccién del punto temporal de incubacién sub-
optima para estudios de inhibicion de la expresién de SEAP, a través de diversos compuestos de prueba. Los resultados
de la induccidn en el transcurso del tiempo de la expresion de SEAP (resultados n mostrados) indican un incremento
gradual de la expresién de SEAP en funcién del tiempo. El inicio de esta induccién se inici6 por debajo de las 4 horas
y alcanzd un médximo a las 24 horas. No se observé ninguna diferencia significativa entre los valores correspondientes
a las 10, las 12 y las 15 horas. Por consiguiente, el punto final entre las 12 y las 15 horas fue seleccionado como el
periodo de incubacién para la inhibicion de la expresiéon de SEAP en todos los estudios subsiguientes de cribado de
farmaco.

b) Concentracion de DNA: La concentracion de DNA 6ptima para la transfeccion fue determinada basidndose
en estudios previos con el reactivo Transfectam (Loeffler and Behr, Methods in Enzymology 217: 599-618, 1993).
Para la co-transfeccion, se averigué que la proporcién 2:1 (gen no seleccionado/gen seleccionado) resultaba la mas
adecuada, tal y como se habia informado en otras partes (Hsu et al., Science 254: 1799-1802, 1991). El plasmido
pBC12/HIV/SEAP no seleccionado fue utilizado a una concentracion de 0,35 ug/pocillo y el plasmido pBC12/CMV/t2,
que codifica para la funcién Tat, a una concentracién de 0,75 ug/pocillo, en un pocillo de fondo plano Linbro® 24, con
placas de 17 mm de didmetro.

¢) Proporcion de transfectam a DNA y determinacion de la concentracion ionica: la proporciéon Optima de
Transfectam® (DOGS) a DNA pldsmido y la concentracién iénica de NaCl utilizada constituian una modificacién
de los valores reportados previamente (Loeffler and Behr, Methods in Enzymology 217: 1799-1801, 1993) y se de-
terminaron de acuerdo con lo siguiente: a partir de la solucién stock original de 1 mg/0,400 ml (2,38 mg/ml) de
Transfectam® preparado en etanol al 10% (volumen/volumen) en agua destilada, se requirieron 6 veces el volumen
(u1) de solucidn stock para cada ug de DNA utilizado. La concentracién idénica éptima de la solucién fue proporcionada
por medio de un volumen adecuado de NaCl 150 mM, determinado por medio de la relacion:

Volumen (ul) de NaCl= volumen (ul) Tranefectam/0,6

Los resultados de niveles SEAP inducidos por Tat en el ensayo estdndar, después de la optimizacién de estas con-
diciones, se ilustran en la Figura 2. Brevemente, las células COS fueron mantenidas en Medio Dulbecco Modificado
por Isocobe (IMDM), suplementado con suero fetal de ternera (FCS) al 10% y antibi6ticos. Muestras de células por
triplicado fueron sembradas, a una densidad de aproximadamente 1,5 x 10° células por pocillo, en pocillos de fondo
plano Linbro® 24 de 17 mm de didmetro y se incubaron en una incubadora humidificada con 95% de 0,/5% de CO,, a
37°C, hasta que se alcanz6 una confluencia del 50%. Las células subconfluentes fueron transfectadas utilizando el pro-
cedimiento de lipospermina (Loeffler and Behr, Methods in Enzymology 217: 599-618, 1993). El medio de las células
subconfluentes fue aspirado y sustituido por 300 ul de medio minimo fresco (IMDM suplementado con FCS al 3%).
Las células COS fueron transfectadas con, o bien pBC12/HIV/SEAP en solitario (0,35 pg/pocillo) o pBC12/CMV/t2
(que codifica para la funcién Tat) a razén de 0,175 ug/pocillo + pPBC12/HIV/SEAP (0,35 ug/pocillo) o con tampdn en
solitario (sin muestras control de DNA). Las placas fueron incubadas durante un periodo de tiempo de entre 12 y 15
horas, transcurrido el cual, se afiadieron 700 ul del medio completo (IMDM que contenia FCS al 10%). Las células
fueron después incubadas durante un periodo de 48 horas, transcurrido el cual, se extrajo una alicuota de 250 ul pro-
cedente de los sobrenadantes de cultivo de las células COS y se calenté a 65°C por espacio de 5 minutos, con vistas
a inactivar, de forma selectiva, las fosfatasas endégenas (Ia SEAP es estable al calor). Las muestras fueron después
centrifugadas en una Microfusa durante un periodo de 2 minutos. A 100 ul de alicuota de las muestras se les afiadieron
cien ul de tampodn de ensayo 2 x SEAP (dietanolamina 1,0M, pH 9,8; MgCl, 0,5M; L-homoarginina 10mM). La solu-
cion fue mezclada y transfectada en un plato de cultivo de fondo plano de 96 pocillos (Corning). Veinte ul de solucién
sustrato precalentada (p-nitrofenilfosfato 120 mM disuelto en tampén de ensayo 1 x SEAP) fueron administrados con
una multipipeta en el interior de cada uno de los pocillos que contenian la mezcla de reaccién. La A,y de la reaccion
fue leida a intervalos de 5 minutos a 37°C, durante 60 minutos, utilizando un lector de microplaca EL340i (Bio-tek
Instruments, Inc.), con intervalos de agitacién automdtica de 5 segundos antes de cada lectura. El cambio en la absor-
bancia fue convertido en mU de expresion de SEAP, tal y como se ha descrito anteriormente (Berger et al., Gene 66:
1-10, 1998), dibujandose la grifica el funcién del tiempo.

Estos resultados indican un incremento préximo a 65 veces en induccién SEAP, después de 1 hora, en relacién con
los niveles control (sin DNA) o con la induccién de gen no seleccionado (HIV/SEAP) en solitario.

Aislamiento guiado por ensayo de componente(s) activos de chaparral, por medio de cromatografia a contra-
corriente: Tal y como se ha manifestado anteriormente, el fraccionamiento diferencial y la purificaciéon por medio de
cromatografia a contracorriente (CCC) de los constituyentes del extracto de chaparral condujeron al aislamiento de
dos componentes importantes (Tabla 1). 6,8 mg del componente denominado Gr fueron aislados a partir de la fraccién
Verde sobre SiO,TLC. El rendimiento porcentual total fue de aproximadamente el 0,051%, en base al polvo de planta
original. 9,3 mg del componente Lo fueron aislados a partir de la fraccién amarilla (Ye).
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Inhibicion de la actividad Tat-TRS por medio de extractos procedentes de hojas y flores de chaparral: En diversos
extractos de planta comprobados con el ensayo SEAP, tan solo el extracto procedente de chaparral, Larrea tridentata,
hojas y flores, mostraba actividad inhibidora significativa de la proteina HIV Tat. El chaparral mostraba una inhibicién
dosis-respuesta de la expresién de SEAP, tal y como se ilustra en la Figura 3. Brevemente, muestras por triplicado de
células COS fueron transfectadas con una mezcla de pBC12/HIV/SEAP y pBC12/CMV/t2 (que codifica para la fun-
ci6én Tat) en una proporcidn 2:1, utilizando el procedimiento de lipospermina, tal y como se ha descrito anteriormente.
Después de la transfeccion, las células fueron incubadas durante un periodo de entre 12 y 15 horas. Se preparé una
solucién de extracto de chaparral (10 mg/ml) en PBS exento de calcio/magnesio y DMSO al 10% y se esteriliz6 la mis-
ma mediante filtro, utilizado un filtro Millex®-GS de 22 um (Millipore). Las concentraciones adecuadas de extracto
de chaparral fueron afiadidas a las células transfectadas, a una concentracion final en DMSO del 0,2% y las muestras
fueron incubadas durante un periodo de 48 horas. Para el andlisis SEAP, se extrajo de los sobrenadantes del cultivo de
células COS una alicuota de 250 ul, se calenté a 65°C durante un periodo de 5 minutos para inactivar selectivamente
las fosfatasas endégenas (la SEAP es estable al calor) y se centrifugd en una Microfuga durante 2 minutos. A una
alicuota de 100 ul de las muestras se le afiadieron 100 ul de tampén de ensayo 2 x SEAP (dietanolamina 1,0M, pH
9,8; MgCl, 0,5 mM; L-homoarginina 100 mM). La solucién fue mezclada y transferida a un plato de cultivo de fondo
plano de 96 pocillos (Corning). Veinte ul de la solucién substrato precalentada (p-nitrofenil-fosfato 120 mM, disuelto
en tampo6n de ensayo 1 x SEAP) fueron administrados con una multipipeta en el interior de cada uno de los pocillos
que contenfan la mezcla de reaccidn. La A,ps de la reaccion fue leida a intervalos de 5 minutos, a 37°C, durante 60
minutos, utilizando el lector de microplaca EL340i (Bio-tek Instruments, Inc.), con agitaciones de 5 segundos antes
de cada lectura. El porcentaje de inhibicién de la expresion de SEAP se calcul6 a los 30 minutos del siguiente modo:

% inhibicién = 100 -[(CT*-C*)/(CT*-C*)x100]

en donde:
C~ : muestra control (sin DNA ni farmaco)
CT"™ : muestra control (+DNA, sin farmaco)
C* : muestra tratada con farmaco (sin DNA, + farmaco)
CT" : muestra tratada con farmaco (+DNA, + fairmaco)

Tal y como se observa en la Figura 3, el inicio de esta inhibicién tiene lugar a una concentracién de 20 ug/ml y
alcanza un médximo de actividad inhibidora a 600 ug/ml. La ECs, estimada (la concentracion que muestra el 50% de
la inhibicién) para este material crudo era de 110 ug/ml. A medida que avanzaba la purificacion de los ingredientes
activos, se producia un incremento escalonado en la actividad del(de los), ingrediente(s) activo(s), el cual resultaba ser
el triple (68) con la fase orgdnica (OG) comparada con el 21% obtenido con el extracto crudo original.

Inhibicion de los efectos citopdticos de HIV: un compuesto que inhibe la transactivacén Tat deberfa, en principio,
bloquear la replicaciéon HIV. Por consiguiente, el extracto de chaparral fue objeto de comprobacién en el National
Center Institute (NCI), con vistas a determinar los efectos citopaticos de HIV-1, utilizando en ensayo de formazan
soluble (Weislow et al., INCI 81: 577-586, 1989). En principio, las células CEM-SS (ATCC, Rockville, MD) son
co-cultivadas con células H9 productoras de HIV. Los virus infectaron las células CEM-SS huésped, se replicaron y
destruyeron la mayor parte de las células CEM-SS en una semana. Si el farmaco inhibe la produccién de HIV, las
células CEM-SS resultan protegidas de la muerte celular inducida por HIV. El reactivo tetrazolio (XTT) resulta por
tanto metabdlicamente reducido a través de las células viables, para generar un producto formazin coloreado que
resulta medible por medio de colorimetria a 450 nm.

En la practica, muestras por triplicado de células CEM-SS (5.000) fueron colocadas en placas de microvaloracién
de 96 pocillos. En un volumen final de 100 ul de PBS exento de calcio/magnesio en DMSO al 5% se afiadieron con-
centraciones adecuadas de los compuestos de prueba. Las muestras control tan solo recibieron el medio del compuesto
(PBS). Cinco minutos mas tarde, 500 células H9 productoras de HIV-1 altamente infeccioso fueron afiadidas a los
pocillos que contenian las concentraciones apropiadas de farmaco. Las placas de microvaloracién fueron incubadas
a 37°C en 95% de 0,/5% de CO,, durante un periodo de 6 dias, después del cual se afiadié una mezcla de 50 ul
de XTT y de metasulfato de N-metilfenazonio (PMS). Las placas fueron reincubadas durante un periodo adicional
de 4 horas, para el desarrollo del color (Produccion de formazan XTT). Las placas fueron selladas, sus contenidos
mezclados mediante agitacion automadtica y la ODys, de las muestras determinada en un lector de microplaca. Cada
uno de los valores representa el promedio de 3 determinaciones. No se encontré ninguna diferencia significativa entre
los promedios de los valores duplicados de las células no infectadas y las células afectadas por HIV, en presencia de
compuestos de prueba, Por el contrario, se generaba una gran diferencia (p<0,05) entre las muestras afectadas por el
HIV, en presencia o ausencia de compuestos de prueba.

Los resultados de estos estudios se resumen en la Tabla 2. A una concentracién de 0,75 ug/ml para el componente
Gr, existia un promedio de proteccién del 58% (viabilidad celular), frente al HIV, en oposicién al 15% de viabilidad en
muestras exentas de farmaco, infectadas con el HIV. A una concentracion tan baja como 0,187 pg/ml, el componente
Lo mostraba incluso una actividad inhibidora mds potente de los efectos citopaticos del HIV. La viabilidad celular
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TABLA 2

era del 87%, muy proxima a la de las células control no tratadas (89%), en contraste con la viabilidad del 14% para
las muestras exentas de fairmaco infectadas con HIV. Estos compuestos estaban desprovistos de citotoxicidad a las
concentraciones utilizadas.

Inhibicion de los efectos citopatios de HIV-1 mediante compuestos de extracto de chaparral en el ensayo de

Muestra

de prueba

Fraccioén
verde
Component
e Gr-
duplicado
S
Component
e Gr
Fraccién
Amarilla
Component
e Lo-
duplicado
S
Component

e Lo

formazan soluble

Porcentaje de células vivas al

nmedido mediante la

produccidén de XXT formazan

0° dia,
Concentracid No
n de la infectada
muestra de S mas
prueba que compuesto
generaba la de prueba
maxima
proteccidn
frente a
HIV, sin
destruir las
células
pg/ml
0,187 59
0,75 80
0,75 70
0,187 60
0,187 91
0,187 89

Infectada
s con HIV
mas
muestra

de prueba

67

67

43

57

86

87

Infectada
s con HIV
menos
muestra

de prueba

16

16

14

14

14
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Elucidacion de estructura de los componentes activos del extracto de chaparral: la caracterizacién quimica de
los constituyentes activos de la planta purificados fue lograda principalmente por medio de espectroscopia de masas
y mediante resonancia magnética nuclear de H- y C- (NMR). Se averigudé que el componente Lo era una mezcla
de cuatro compuestos relacionados (L1, L2, L3 y L4). La resolucién y caracterizacién de cada uno de los picos de
la mezcla fue lograda por medio de cromatografia gaseosa (GC), utilizando una columna analitica no destructiva,
capilarmente reticulada, con fenilmetilsiloxano al 5% (HP-5), unida a un espectrémetro de masas (MS). Los estudios
con GC revelaron que el primer compuesto (L.1) representaba el 6% de la mezcla, que el segundo (L.2) representaba
el 76% de la mezcla (peso molecular (MW)= 316); que el tercero (L3) era isémero con L2 y representaba el 9% de la
mezcla total MW=316); y que el cuarto compuesto (L4) representaba el 9% de la mezcla (MW= 358). El tiempo de
elucién (en minutos) de estos compuestos se indica sobre los picos (Figura 4).

El componente Gr comprendia quince compuestos. La resolucion y caracterizacién de cada uno de los picos de
la mezcla fue lograda por medio de cromatografia gaseosa (GC), utilizando una columna analitica no destructiva,
capilarmente reticulada, con fenilmetilsiloxano al 5% (HP-5), unida a un espectrémetro de masas (MS). Los estudios
revelaron que cuatro compuestos (G1, G2, G3 y G4) de los quince compuestos eran ligandos y estaban estructural-
mente relacionados con los compuestos L. El tiempo de elucién (en minutos) de estos compuestos se indica sobre los
picos (Figura 5).

Las estructuras de estos ocho compuestos (L1, L2, L3, L4, G1, G2, G3 y G4) se describen del siguiente modo:

L1 presenta la composicién C;3sH,,0, y ha sido identificado como un compuesto quimico conocido anteriormen-

te, 1,4-bis-(3,4-dihidroxifenil)-2,3-dimetilbutano (4cido nordihidroguaiarético, NDGA, Merck Index, 10th Edition,
#6534). La férmula estructural de L1 es la siguiente:

OH
™ ]
HO CH

L2 presenta la composicién CgH,,0, y ha sido identificado como 3-O-metil-NDGA 6 1-(3,4-dihidroxifenil)-4-(3-
metoxi-4-hidroxifenil)-2,3-dimetilbutano. La férmula estructural para el 3-O-metil-NDGA es la siguiente:

OH
™ ]
HOOCH;
HO CHy

L3 presenta también la composicién C;sH»,O, y ha sido identificado como 4-O-metil-NDGA ¢ 1-(3,4-dihidroxi-
fenil)-4-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-2,3-dimetilbutano. El 4-O-metil-NDGA es también conocido como Malachi 4:5-6
6 Mal 4. La férmula estructural para 4-O-metil-NDGA es la siguiente:

OCH,
Je
HO i,

L4 presenta la composicion C,;H,O,5 y ha sido identificado como 3-O-metil-4-O-acetil-NDGA 6 1-(3,4-dihidro-
xifenil)-4-(3-metoxi-4-acetoxifenil)-2,3-dimetilbutano. La férmula estructural para el 3-O-metil-4-O-acetil-NDGA es

la siguiente:
HO O ocH;8
HO CHs
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G1 presenta un peso molecular de 344, una composicién de C,H»O, y ha sido identificado como 3,3’ ,4-tri-
O-metil-NDGA ¢ 1-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-4-3,4-dimetoxifenil)-2,3-dimetilbutano. El 3,3’,4-tri-O-metil-NDGA

tiene la siguiente férmula estructural:
OCH.
CH, O 3
OCH,

G2 presenta un peso molecular de 344, una composiciéon de C, H,,O, y ha sido identificado como 3,3’ 4-tri-
O-metil-NDGA ¢ 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-4-(3,4-dimetoxifenil)-2,3-dimetilbutano. El 3,3’ 4-tri-O-metil-NDGA
tiene la siguiente férmula estructural:

OCH
CH, O 3
HO
g o
CH
CH,0 :
G3 y G4 tienen, cada uno de ellos, un peso molecular de 372 y una composicion de C,,HyOs. G3 es o bien 3°,4-

di-O-metil-3-O-acetil-NDGA (como en G3a) 6 3,3’-di-O-metil-4-O-acetil-NDGA (como en G3b). 3’,4-di-O-metil-
acetil-NDGA es también conocido como 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-4-(3-acetoxi-4-metoxifenil)-2,3-dimetilbutano y
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presenta la siguiente férmula estructural:

G

CH,0

HO

El 3,3’-di-O-metil-4-O-acetil-NDGA es también conocido como 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-4-(3-metoxi-4-ace-

3a:

L

toxifenil)-2,3-dimetilbutano y presenta la siguiente férmula estructural:

G3b:

CH, O(C=0)CH,
.CH;30
g ocs,
CH;
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De forma similar, G4 es o bien 4,4’-di-O-metil-3-O-acetil-NDGA (como en G4a) 6 3,4’-di-O-metil-4-O-acetil-
NDGA (como en G4b). El compuesto 4,4’-di-3-O-acetil-NDGA es también conocido como 1-(3-hidroxi-4-metoxife-
nil)-4-(3-acetoxi-4-metoxifenil)-2,3-dimetilbutano, y presenta la siguiente férmula estructural:

G4a:

El compuesto 3,4’-di-O-metil-4-O-acetil-NDGA es también conocido como 1-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-4-(3-me-
toxi-4-acetoxifenil)-2,3-dimetilbutano y presenta la siguiente férmula estructural:

Gab:

Ademas de los procedimientos de aislamiento y purificacién descritos anteriormente, cada uno de los derivados
de NDGA descritos anteriormente puede ser preparado a través de sintesis quimica siguiendo, o bien un proceso de
metilacion y/o de acetilacién de NDGA, segtn el procedimiento de Ikeya ef al., Chem. Pharm. Bull. 27(7): 1583-1588,
1979.

Purificacion a gran escala del componente Lo y de los dos compuestos puros (L2 y L3), procedentes del compo-
nente Lo: Con vistas a generar una cantidad mas elevada del componente Lo, se llevé a cabo un fraccionamiento a
gran escala con CCC de un lote de materiales de planta. Un total de 110 gramos de polvo de planta fueron tratados
con 700 ml de hexano, 5 veces. Los materiales solubles en hexano (1,17 g) fueron descartados.

El material insoluble en hexano (fracciéon HI) fue secado y extraido 3 veces, a través de maceraciones sucesivas
con 800 ml de cloroformo: metanol. Esto proporcioné 20 g de extracto total (Tex), el cual fue combinado con 7,6 g
de la fraccién HI obtenida a partir de una extraccién diferencial de lote previa. Un total de 27,6 g de materiales de
planta crudos generados de este modo fueron divididos en dos lotes de 10 gy 17,6 g. Estos lotes fueron gestionados
inicialmente por separado en la CPC de eje cruzado versétil de gran capacidad (Shinomiya et al., Chromatogr. 644:
215-229, 1993), utilizando el sistema disolvente hexano:EtOAc:MeOH:NaCl al 0,5% en una proporcién 6:4:5:5, con
la fase superior (capa orgdnica) como fase mdvil. Las fracciones fueron agrupadas exclusivamente en funcién de sus
patrones de TLC y se identificaron cuatro fracciones importantes a partir de dos operaciones CCC y una denotada
fracciéon Verde (Gr)(1,12 g), fraccién Lo (2,87 g), fraccién End (1,78 g) y, finalmente, la fase estacionaria SP (20,84).
La totalidad de los 2,87 g de la fraccién Lo fueron fraccionados de nuevo en la CPC de modelo triplete grande con el
sistema hexano:EtOAc:MeOH:H,O en la proporcién 7:3:5:5, utilizando la capa acuosa como fase mévil. Se detectaron
4 fracciones LYT (0,375); LYII (0,113 g); LYIII (0,280 g) y LYIV (2,80 g), segun el orden de elucién y los patrones
TLC. Estas fracciones fueron ensayadas para determinar la actividad Tat-TRS a 10 ug/ml. En base a los resultados de
prueba, se selecciond LYI para una purificacién adicional.

Aislamiento de compuestos puros L2 y L3 a partir de la fraccion LYI del componente Lo: la fraccion LYI menos
hidr6foba fue seleccionada para llevar a cabo una purificacion adicional, utilizando las condiciones mejoradas mencio-
nadas anteriormente, a saber, CPC triplete y sistema disolvente Hexano:CHCl;:MeOH:NaCl 10 mM, a una proporcién
1:4:4:2. Esto proporciond la preparacién de 148 mg de L3 homogéneo y 109,3 mg de L2 puro, segtin examen llevado a
cabo con NMR y espectroscopia de masas. Las estructuras de L.3 (Malachi4:5-6) y L2 han sido descritas anteriormente.

Los compuestos L2 y L3 son derivados de un producto quimico identificado previamente, 1,4-bis-(3,4-dihidroxi-

fenil)-2,3-dimetilbutano (dcido nordihidroguaiarético, NDGA, Merck Index, 10th Edition, #6534). La férmula estruc-
tural para el NDGA, que es idéntica a la de L1 descrito anteriormente, es la siguiente:
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La actividad anti-HIV (la inhibicién de la transactivacién de HIV regulada por Tat) del NDGA y de sus derivados
no era conocida anteriormente. En la Figura 6 se ilustra la comparativa de la actividad de transactivacién anti-HIV
para el NDGA y para el derivado Malachi4:5-6 (Mal 4). Brevemente, muestras por duplicado de células COS subcon-
fluentes fueron co-transfectadas con pBC12/HIV/SEAP plasmido y pBC12/CMB/t2 (que codifica para la funcién Tat),
utilizando el procedimiento lipospermina, tal y como se ha descrito anteriormente. Las células fueron posteriormente
incubadas durante un periodo de entre 12 y 15 horas. Los compuestos de prueba fueron inicialmente solubilizados
en DMSO al 10%/PBS exento de calcio-magnesio y afiadidos a las células transfectadas en las concentraciones ade-
cuadas, hasta alcanzar una concentracién final de DMSO del 0,2%. Las muestras fueron incubadas durante 48 horas,
transcurridas las cuales se extrajo una alicuota de 250 ul procedente de los sobrenadantes del cultivo celular COS, y se
analiz6 la SEAP del mismo modo que en el ensayo estandar de la Figura 3. El porcentaje de inhibicion de la expresion
SEAP se calcul6 a los 30 minutos de acuerdo con la siguiente formula:

% inhibicién = 100 -[(CT*-C*)/(CT*-C*)x100]

en donde:

C~ : muestra control (sin DNA ni farmaco)

CT~ : muestra control (+DNA, sin firmaco)

C* : muestra tratada con farmaco (sin DNA, + farmaco)

CT" : muestra tratada con fairmaco (+DNA, + fairmaco)

Cada uno de los puntos representa el promedio de dos determinaciones. Ninguna diferencia parecia resultar signi-
ficativa entre los valores de ECs, de Mal4 y de NDGA, los cuales eran, respectivamente de 8 ug/ml (25 uM) y 6 pg/ml
(20 uM). Los valores ECs, se definen como la concentracién inhibidora del compuesto a la cual la transactivacion de

HIV regulada por Tat es reducida al 50% de la de las células control no tratadas.

La inhibicion de la transactivacion de la actividad promotora de HIV por medio de Mal4 y NDGA fue comparada
en la Tabla 3.

TABLA 3
Inhibicion de la transactivacion de la actividad promotora de HIV por medio de los compuestos naturales
mal 4y NDGA
Compuesto Inhibicion de la expresidén Seap inducida por
de prueba Tat (% de inhibicién/concentracién del

compuesto de prueba)

% um % pm % pm % pm

Mal 4
13,6 9,5 60,4 31,3 92 62,7 100 95

NDGA

17,0 9,9 73,8 32,6 88,1 65,2 92,9 99

Los compuestos NDGA y Mal 4 fueron sometidos a ensayo, tal y como se describe en la Figura 6. Las muestras
control fueron gestionadas por cuadriplicado. El porcentaje de inhibicién se determiné transcurridos 30 minutos y los
valores OD,s eran:
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C : muestra control (sin DNA ni farmaco): 0,091
CT : muestra control (+ DNA, sin farmaco): 0,0805.

La cuantificacién de la produccién de formazan XTT como medida de las células viables en cultivos de células
CEM-SS tratados con Mal 4 se muestra en la Figura 7. Cada una de las figuras muestra células objetivo CEM-SS
infectadas o no infectadas (10*/M pocillo) con diluciones en serie de Mal 4. La ECs, representa la concentracion de
Mal 4 (por ejemplo, 13,4 uM) que incrementa (protege) la produccién de formazdn XTT en cultivo infectado hasta
el 50% del correspondiente al de células en cultivo no tratado, no infectado. La ICs, representa la concentracién
inhibidora o téxica de Mal 4 (por ejemplo, 325 uM, estimada) que reduce la produccién de formazan XTT en cultivos
no infectados hasta el 50% de la misma en células control no infectadas, no tratadas. El ensayo de formazéan soluble
para determinar los efectos citopaticos de HIV-1 fue llevado a cabo segiin el procedimiento descrito por parte de
Weislow et al., INCI 81: 577-586, 1989.

Debe darse por entendido que pueden efectuarse modificaciones en los derivados de NDGA y en el procedimiento
de supresién de la transactivacién por Tat, sin apartarse de los aspectos novedosos de esta invencién, tal y como se
define en las reivindicaciones.

Referencias citadas en la descripcion

Esta lista de referencias citada por el solicitante se proporciona tan solo para la conveniencia del lector. La misma
no forma parte del documento de patente europea. A pesar de que se ha puesto gran esmero en la compilacion de las
referencias, no puede descartarse la existencia de errores u omisiones y la EPO no admite responsabilidad alguna en
este sentido.

Literatura no patente citada en la descripcion

e HSU et al.,, Science, 1991, vol. 254, 1799-1802 [0004]
e SIM Ann. N.Y. Acad. Sci., 1990, vol. 616, 64-70 [0005]

e BERGER et al., Gene 1988, vol. 66, 1-10 [0005][0025][0029]
o WEISLOW et al., JNCI, 1989, vol 81, 577-586 [0006][0034][0058]

¢ ITO, CONWAY. CRC Critical Reviews of Analytical Chemistry, 1986, vol. 17,65 [0020][0021]

e CULLEN. Cell, 1986, vol. 46, 973-982 [0022]

e LOEFFLER; BEHR. Methods in Enzymology, 1993, vol. 217, 599-618 [0022][0027][0028][0029]
e BARTHEL et al., DNA and Cell Biology, 1993, vol. 12 (6), 553-560 [0028]

e LOEFFLER; BEHR. Methods in Enzymology, 1993, vol. 217, 1799-1802 [0028]

o IKEYA et al., Chem. Pharm. Bull, 1979, vol. 27 (7), 1583-1588 [0050]

e SHINOMIYA et al J. Chromatogr. 1993, vol. 644, 215-229 [0051]
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para la supresion de la transactivacion por Tat de un lentivirus en una célula, que com-
prende los pasos de:

5
a) administrarcion a la célula un compuesto de la siguiente férmula estructural:
10
15
en la que R, Ry, R; y R, son, cada uno de ellos, seleccionados de entre el grupo que comprende HO-,
CH;0- y CH;(C=0)0-; y
20 .. . . ., .. 2
b) permitir que el compuesto suprima la transactivacion por Tat del lentivirus en la célula.
2. Procedimiento de la reivindicacién 1, en done cada uno de R, R,, R; y R, es HO- y el compuesto tiene la
siguiente férmula estructural
25
30
3. Procedimiento de la reivindicacion 1, en donde cada uno de R, R, y R; es HO- y R, es CH;0- y el compuesto
tiene la siguiente férmula estructural:
35
40
45
50
55
60
65
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5. Uso de un compuesto de la siguiente férmula estructural:

5
10
en donde Ry, Ry, R; y R, son, cada uno de ellos, seleccionados de entre el grupo que comprende HO-, CH;0- y CH;
15 (C=0)0-,enla preparacién de un medicamento para la supresion de la transactivacién por Tat en una célula.
6. Uso de la reivindicacién 5, en donde cada uno de R;, R,, R; y R; es HO- y el compuesto tiene la siguiente
férmula estructural:
20
25
30
7. Uso de la reivindicacién 5, en donde cada uno de Ry, R,, y R; es HO- y R, es CH;0- y el compuesto tiene la
siguiente férmula estructural:
35
CH
vii3
40
HO :
OCH,
CH
HO *
45
8. Uso de la reivindicacién 5, en donde el compuesto es seleccionado de entre:
50
;
55
60 O(C=0)CH,

HO Q QC:H; )
65 HO CHy
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10
15
20
25
30

35

m CH;0 O CH,
B CH, O(C=0)CH,
HO
g o
CFI -

CH,O

50

9. Procedimiento para la produccién de una preparacién que comprende un compuesto de la siguiente férmula

estructural:
55
OCH,
60
O(C=0)CH,
65
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CH, O(C-aO)C:fig
HO

CH30 CH, .

en donde R, Ry, R; y R4 son, cada uno de ellos, seleccionados de entre el grupo que comprende HO-, CH;0- y
CH;(C=0)0-, que comprende los pasos de:

a) proporcionar hojas de chaparral que han sido secadas y reducidas a polvo;
b) extraer el polvo con una mezcla de cloroformo y metanol para formar un extracto; y
c) tratar el extracto con hexano para producir materiales insolubles en hexano;

en donde los materiales insolubles en hexano contienen un compuesto de la férmula indicada anteriormente.

10. Procedimiento de la reivindicacién 9, que comprende ademads los pasos de someter los materiales insolubles en
hexano a través de cromatografia a contracorriente y recuperar una fraccién amarilla que contiene un compuesto tal y
como se define en la reivindicacién 9.

11. Procedimiento de la reivindicacion 9, que comprende ademds el paso de fraccionar los materiales insolubles en
hexano con una particién cloroformo orgdnico:agua acuosa, para producir una fase cloroformo orgénica que contiene
un compuesto tal y como se define en la reivindicacién 9.

12. Procedimiento de la reivindicacién 11, que comprende ademads el paso de fraccionar la fase organica que
contiene un compuesto como se ha definido en la reivindicacién 9, por medio de cromatografia de particioén liquido-

liquido a contracorriente y recuperacién de una fraccién amarilla que contiene un compuesto como se ha definido en
la reivindicacién 9.

19



ES 2312168 T3

Agrupacion

Maduracion
por género

20



ES 2312168 T3

FIG. 2
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