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DESCRIPCION

Utilizacion de péptidos de SCO-espondina para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por los ligandos de
receptores de la muerte celular.

Campo de la invencion

La invencién se refiere a un polipéptido derivado de la TSR (unidades de tromboespondina tipo 1) de SCO-
espondina para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por ligandos de receptores de la muerte celular,
tales como TRAIL o FasL. Mas particularmente, la invencion se refiere a dicho polipéptido para inhibir o prevenir la
apoptosis neuronal asociada con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en trastornos
neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y
neurodegeneraciones viricas.

Antecedentes de lainvencién

La pérdida selectiva de células neuronales mediante apoptosis es una caracteristica habitual de las enfermedades
neurodegenerativas crénicas tales como enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Huntington (Honig L.S. et al., 2001). Aunque la necrosis se ha considerado como el tipo
dominante de muerte celular en patologias agudas o subagudas inducidas por isquemia, toxinas, traumatismo e
infeccion, cada vez méas pruebas sugieren que la apoptosis contribuye significativamente a la pérdida neuronal en
estos procesos.

Cualquiera que sea la causa subyacente, todos los sucesos apoptdsicos neuronales comparten caracteristicas
comunes e implican un conjunto prescrito de factores que incluyen la cinasa N-terminal c-Jun (JNK), que activa c-
Jun e incrementa de ese modo la transcripcion de diversos factores apoptosicos. Adicionalmente, se ha demostrado
que la ruta de la muerte mitocondrial intrinseca, que implica Bax, Apaf-1, caspasa 9, y caspasa 3, es critica para la
apoptosis tanto en neuronas lesionadas en desarrollo y maduras. Bax, una proteina de la familia bcl-2, es de
particular importancia en la apoptosis neuronal. Cuando se sobreexpresa, Bax promueve la muerte celular (Oltvai et
al. 1993), y las neuronas simpaticas deficientes en Bax carentes de NGF no sufren apoptosis normal (Deckwerth et
al. 1996). Otros miembros de la familia Bcl-2 son también importantes a la hora de modular la apoptosis neuronal,
por ejemplo la fosforilacién de Bim por JNK potencia la apoptosis dependiente de Bax. (Véase, por ejemplo, Putcha
et al. 2001).

El proceso apoptdsico se puede disparar por sefiales intrinsecas o extrinsecas (Cifone M.G. et al. 1995; Li H. et al.
1999.). ElI mejor ejemplo de la ruta extrinseca de apoptosis es la superfamilia de citocinas del factor de necrosis
tumoral (TNF), tal como TNF-a, el ligando Fas (FasL) y el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
(TRAIL). Por ejemplo, se ha dado a conocer que FasL estd asociado con una variedad de trastornos neuroldgicos
tales como esclerosis lateral amiotrofica (Yi et al., 2000), enfermedad de Alzheimer (Su et al., 2003), y apoptosis
neuronal tras isquemia (Rosenbaum et al., 2000). La activacién de las rutas de sefializacion de receptores de la
muerte también se ha detectado durante la enfermedad de Parkinson (Hartmann et al., 2002). La funcion de otros
receptores de la muerte, tales como receptores de TRAIL, también expresados en neuronas, se detect6 durante la
degeneracion neuronal que se produce en varias patologias: procesos inflamatorios tales como esclerosis multiple
(Aktas et al., 2005), modelos experimentales de neurodegeneracion (Cantarella et al., 2003; Murata et al., 2006),
pacientes con Alzheimer (Uberti et al., 2004) e isquemia (Martin-Villalba et al., 1999).

Por lo tanto, los métodos que inhiben o previenen la apoptosis neuronal serian particularmente beneficiosos para
aquellos susceptibles de sufrir lesion neuronal o enfermedad neurodegenerativa.

Los polipéptidos utilizados se han descrito en la solicitud de patente internacional WO 99/03890, asi como en
Monnerie H. et al. (1998) y Meiniel et al. (2003). Hasta ahora los polipéptidos son conocidos por sus propiedades
para incrementar el crecimiento neuritico (incluyendo los axones) en las neuronas de la corteza cerebral en casos en
los que ya se ha producido la degeneracion celular, tal como en pacientes que sufren trastornos
neurodegenerativos, lesiones neuronales o traumatismos, etc.

Sin embargo, nunca se ha sospechado ni sugerido un papel por su capacidad para prevenir la apoptosis neuronal tal
como en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias
neuronales y neurodegeneraciones viricas en poblaciones en riesgo. Las poblaciones en riesgo incluyen personas
que son susceptibles de sufrir tales trastornos, tales como, por ejemplo, miembros sanos de una familia en la que ya
se ha producido la enfermedad de Alzheimer o en &reas en las que se podria extender un virus que induce
neurodegeneracion. En tales casos, existe la necesidad de un medicamento capaz de inhibir la apoptosis neuronal y
prevenir consiguientemente tales enfermedades. La presente invencion proporciona una solucién a esta necesidad
demostrando que los polipéptidos descritos son capaces de actuar sobre la apoptosis neuronal mediada por
ligandos de receptores de la muerte celular (por ejemplo, TRAIL, FasL).
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Resumen de la invencién
La presente invencion se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia que consiste en:
-W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8)

para uso en un método para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por al menos un ligando de receptores
de la muerte celular seleccionado de TRAIL y FasL.

La invencion también se refiere al polipéptido como se define anteriormente para uso en un método para inhibir o
prevenir la apoptosis que resulta de una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en trastornos
neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y
neurodegeneraciones viricas.

Descripcion detallada de lainvencién

Se ha demostrado que un péptido derivado de la TSR (unidades de tromboespondina tipo 1) de la SCO-espondina
inhibe la apoptosis neuronal mediada por los ligandos de receptores de la muerte celular (TRAIL, FasL...).

Se describe en la presente memoria el uso de un polipéptido que comprende o consiste en la siguiente secuencia
-W-S-A1-C-S-A2-C-G- (SEC ID N°1)
en la que Al y A2 son secuencias de aminoacidos que comprenden 1 a 5 aminoécidos,

para la fabricacion de un medicamento para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por al menos un
ligando de receptores de la muerte celular.

También se describe en la presente memoria un polipéptido que comprende o consiste en la siguiente secuencia
-W-S-A1-C-S-A2-C-G- (SEC ID N°1)

en la que Al y A2 son secuencias de aminoacidos que comprenden 1 a 5 aminoécidos,

para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por al menos un ligando de receptores de la muerte celular.

Un primero objeto de la presente invencidn se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia que consiste en -
W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8), para uso en un método para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal
mediada por al menos un ligando de receptores de la muerte celular seleccionado de TRAIL y FasL.

Se deberia recordar que, en la descripciéon como un todo, “aminoacido” se entiende que significa tanto los
aminoacidos naturales como los aminoacidos no naturales. Se entiende que “aminoacido natural” significa los
aminoacidos en la forma L que se puede encontrar en proteinas naturales, es decir, alanina (A), arginina (R),
asparagina (N), acido aspéartico (D), cisteina (C), glutamina (Q), &cido glutamico (E), glicina (G), histidina (H),
isoleucina (1), leucina (L), lisina (K), metionina (M), fenilalanina (F), prolina (P), serina (S), treonina (T), triptéfano (W),
tirosina (Y) y valina (V). Sin embargo, la presente invencion también se refiere a los aminoacidos no naturales, es
decir, los aminoacidos anteriores en su forma D, asi como las formas homo de algunos amino4cidos, tales como
arginina, lisina, fenilalanina y serina, y las formas nor de leucina o valina.

El ligando de receptores de la muerte celular segln la presente invencion es FasL y/o TRAIL.

Ventajosamente, la apoptosis neuronal esta asociada con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias
neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

La expresion “apoptosis neuronal asociada con una enfermedad” se refiere a la apoptosis neuronal que resulta de
dicha enfermedad.

En una forma de realizacion particular, los trastornos neurodegenerativos incluyen, pero no se limitan a, esclerosis
lateral amiotrofica (ALS), atrofia muscular espinal (SMA), enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de cuerpos de Lewy difusos, enfermedad de priones, paralisis supranuclear
progresiva, atrofia sistémica mdltiple, adrenoleucodistrofia, sindrome de down y demencia frontotemporal.

En otra forma de realizacion, la isquemia cerebral puede ser focal o global.
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En otra forma de realizacion, los traumatismos neuronales incluyen, pero no se limitan a, degeneracién anterégrada,
lesion cerebral traumatica, lesion de la médula espinal, y denervacion colinérgica.

En otra forma de realizacién, las enfermedades inflamatorias neuronales incluyen, pero no se limitan a, esclerosis
multiples (MS), encefalomielitis, mielopatia asociada a HTLV, y meningitis.

En otra forma de realizacion, las neurodegeneraciones viricas incluyen, pero no se limitan a, demencia asociada a
HIV-1, y neurodegeneraciones asociadas con el virus de la leucemia murina de Moloney, virus de la enfermedad de
Boma, y virus de Theiler.

También se describe en la presente memoria el polipéptido como se describe anteriormente, para prevenir el
envejecimiento.

Los ejemplos de polipéptidos como se describen en la presente memoria son tales que:
- Al de SEC ID N°1 es P;

- Al representa el péptido que consiste en la secuencia X1-W-X2-X3 (SEC ID N°5) en la que X1, X2, X3 se
escogen, independientemente entre si, del grupo que consiste en G, Sy C;

- Al representa el péptido que consiste en la secuencia X1-W-S-X3 (SEC ID N°6) y A2 se escoge de R-S, V-S
y V-T;

- asi como polipéptidos que comprenden o consisten en la secuencia -W-S-X1-W-S-X2-C-S-A2-C-G- (SEC ID
N°7), -W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8) (es decir, el polipéptido de la invencion), -W-S-P-C-S-V-T-
C-G- (SEC ID N°2), -W-S-S-C-S-V-T-C-G- (SEC ID N°3) 0 -W-S-Q-C-S-V-T-C-G- (SEC ID N°4).

Los polipéptidos de la invencion se pueden producir mediante cualquier técnica conocida per se en la técnica, tal
como, sin limitacién, cualquier técnica quimica, biolégica, genética o enzimética, ya sea sola o en combinacién o
combinaciones.

Conociendo la secuencia de aminoacidos de la secuencia deseada, el experto en la materia puede producir
facilmente dichos polipéptidos, mediante técnicas estandar para la produccion de polipéptidos. Por ejemplo, se
pueden sintetizar usando el método de fase soélida bien conocido, preferiblemente usando un aparato de sintesis
peptidica comercialmente disponible (tal como el obtenido de Applied Biosystems, Foster City, California) y
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Como alternativa, los polipéptidos para su utilizacion segun la invencion se pueden sintetizar mediante técnicas de
ADN recombinante, como es bien conocido en la actualidad en la técnica. Por ejemplo, estos fragmentos se pueden
obtener como productos de expresion del ADN tras la incorporacion de secuencias de ADN que codifican una
proteina recombinante que comprende el polipéptido deseado en vectores de expresion, y la introduccion de tales
vectores en hospedantes eucariotas o procariotas adecuados que expresaran la proteina recombinante que
comprende el polipéptido deseado, a partir de los cuales se pueden aislar posteriormente usando técnicas bien
conocidas.

Los polipéptidos para uso segun la invencidon se pueden usar en una forma aislada (por ejemplo, purificada) o
contenida en un vector, tal como en una membrana o vesicula lipidica (por ejemplo un liposoma).

Alternativamente, se describe en la presente memoria la utilizacion de un constructo de acido nucleico que codifica
un polipéptido como se define anteriormente para la fabricacion de un medicamento para inhibir o prevenir la
apoptosis neuronal mediada por al menos un ligando de receptores de la muerte celular tal como TRAIL y/o FasL.
Ventajosamente, la apoptosis neuronal esta asociada con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias
neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

La invencidn también se refiere a un constructo de acido nucleico que codifica el polipéptido de la invencién que
comprende la secuencia que consiste en -W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8), para su utilizacion en un
método para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por al menos un ligando de receptores de la muerte
celular seleccionado de FasL y/o TRAIL. Ventajosamente, la apoptosis neuronal resulta de una enfermedad
seleccionada del grupo que consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales,
enfermedades inflamatorias neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

Se describe en la presente memoria un vector que comprende el constructo de acido nucleico que codifica
cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente para uso en un método para inhibir o prevenir apoptosis
neuronal inducida por al menos un ligando de receptores de la muerte celular seleccionado de FasL y TRAIL.
Ventajosamente, la apoptosis neuronal esta asociada con una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en
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trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismo neuronal, enfermedades inflamatorias neuronales, y
neurodegeneraciones viricas.

Un objeto adicional de la presente descripcion es el uso de un vector que comprende un constructo de acido
nucleico que codifica uno de los polipéptidos descritos anteriormente, para la fabricacion de un medicamento
destinado a inhibir o prevenir la apoptosis neuronal asociada con una enfermedad seleccionada del grupo que
consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades
inflamatorias neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

Tales vectores/constructos de acidos nucleicos pueden comprender elementos reguladores, tales como un promotor,
potenciador, terminador y similar, para provocar o dirigir la expresion de dicho polipéptido con la administracién a un
sujeto. Los vectores pueden comprender ademas uno o varios origenes de replicacion y/o marcadores
seleccionables. La region promotora puede ser homéloga o heteréloga con respecto a la secuencia codificante, y
puede proporcionar expresion ubicua, constitutiva, regulada y/o especifica de tejidos en cualquier célula hospedante
apropiada, incluyendo para uso in vivo.

Los ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos replicantes que comprenden un origen de replicacion, o plasmidos
integrantes, tales como, por ejemplo, pUC, pcADN, pBR, y similares. Los ejemplos de vector virico incluyen vectores
adenoviricos, retroviricos, de virus del herpes y de AAV. Tales virus recombinantes se pueden producir mediante
técnicas conocidas en la técnica, tales como transfectando células de empaquetamiento o mediante transfeccion
transitoria con plasmidos auxiliares o virus. Los ejemplos tipicos de células que empaquetan virus incluyen células
PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células 293, etc. En los documentos WO 95/14785, W096/22378,
patentes US n° 5.882.877, US n° 6.013.516, US n° 4.861.719, US n° 5.278.056 y documento WO 94/19478, por
ejemplo, se pueden encontrar protocolos detallados para producir tales virus recombinantes defectuosos en la
replicacion.

También se describe en la presente memoria un polipéptido que comprende o consiste en la siguiente secuencia
-W-S-A1-C-S-A2-C-G- (SEC ID N°1)

en la que Al y A2 son secuencias de aminoacidos que comprenden 1 a 5 aminoacidos, para prevenir una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral,
traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

De este modo, un objeto de la invencién es un polipéptido que comprende la secuencia que consiste en -W-S-G-W-
S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8), para uso en un método para prevenir una enfermedad seleccionada del grupo que
consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades
inflamatorias neuronales y neurodegeneraciones viricas.

Ventajosamente, dichos trastornos neurodegenerativos se seleccionan del grupo que consiste en esclerosis lateral
amiotréfica (ALS), atrofia muscular espinal (SMA), enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de cuerpos de Lewy difusos, enfermedad pridnica, pardlisis supranuclear
progresiva, atrofia sistémica multiple, adrenoleucodistrofia, sindrome de down y demencia frontotemporal.

La presente descripcion también se refiere a un método para inhibir o prevenir apoptosis neuronal asociada con una
enfermedad seleccionada del grupo que consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral,
traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y neurodegeneraciones viricas, que comprende
administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un polipéptido o un constructo de
acido nucleico o vector de la invencion.

También se describe un método para prevenir una enfermedad seleccionada del grupo que consiste en trastornos
neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y
neurodegeneraciones viricas, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente
eficaz de un polipéptido o un constructo de acido nucleico o vector de la invencién.

Por una “cantidad terapéuticamente eficaz” se quiere decir una cantidad suficiente de dicho polipéptido o constructo
de acido nucleico para inhibir o prevenir la apoptosis a una relacion de beneficio/riesgo razonable aplicable a
cualquier tratamiento médico.

Se entendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencién se decidiran por el
médico dentro del alcance del juicio médico l6gico. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para
cualquier sujeto particular dependera de una variedad de factores, incluyendo el trastorno que se prevenga y la
gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada, la
edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto; el tiempo de administracién, la ruta de administracion, y
la velocidad de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracién del tratamiento profilactico; farmacos
usados en combinacion o coincidentes con el polipéptido especifico empleado; y factores similares bien conocidos
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en las técnicas médicas. Por ejemplo, esta perfectamente comprendido en la pericia de la técnica comenzar dosis
del compuesto a niveles menores que los requeridos para lograr el efecto profilactico deseado y aumentar
gradualmente la dosificacion hasta que se logra el efecto deseado. Sin embargo, la dosificacion diaria de los
productos se puede variar a lo largo de un amplio intervalo, desde 0,01 hasta 1,000 mg por adulto por dia.
Preferiblemente, las composiciones contienen 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg
del principio activo para el ajuste sintomatico de la dosificacion al sujeto susceptible de sufrir el trastorno. Un
medicamento contiene tipicamente de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 500 mg del principio activo,
preferiblemente de 1 mg a alrededor de 100 mg del principio activo. Una cantidad eficaz del farmaco se suministra
normalmente a un nivel de dosificacion de 0,0002 mg/kg hasta aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia,
especialmente de aproximadamente 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de peso corporal por dia.

El polipéptido y constructo de acido nucleico para uso segun la invencion se puede combinar con excipientes
farmacéuticamente aceptables, y opcionalmente matrices de liberacién sostenida, tales como polimeros
biodegradables, para formar composiciones terapéuticas.

En las composiciones farmacéuticas para la administracion oral, sublingual, subcutanea, intramuscular, intravenosa,
transdérmica, local o rectal, el principio activo, solo o en combinacién con otro principio activo, se puede administrar
en una forma de administracion unitaria, como una mezcla con soportes farmacéuticos convencionales, a animales y
seres humanos. Las formas de administracion unitaria adecuadas comprenden formas de la ruta oral tales como
comprimidos, cépsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones o disoluciones orales, formas de administracion
sublinguales y bucales, aerosoles, implantes, formas de administracion subcutdnea, transdérmica, topica,
intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, subdérmica, transdérmica, intratecal e intranasal, y formas de
administracion rectal.

En una forma de realizacion particular, los polipéptidos y constructos de &cido nucleico de la invencion se
administran intratecalmente.

En otra forma de realizacion particular, los polipéptidos y constructos de acido nucleico para uso segun la invencién
se suministran a través de una microbomba colocada bajo la piel o directamente en el cerebro. En tal forma de
realizacién, los polipéptidos y constructos de acidos nucleicos de la invencién se suministran a donde son utiles en
una cantidad elevada.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién capaz de ser inyectada. Estos pueden ser en particular disoluciones isotonicas, estériles, salinas
(fosfato monosaddico o disddico, cloruro de sodio, de potasio, de calcio o de magnesio, y similares, o0 mezclas de
tales sales), o composiciones secas, especialmente liofilizadas, que, dependiendo del caso, al afiadirles agua
esterilizada o disolucién salina fisiolégica, permiten la constitucién de disoluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe
ser estéril y debe fluir en el grado en que exista facil inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento, y se debe de conservar frente a la accion contaminante de microorganismos, tales
como bacterias y hongos.

Las disoluciones que comprenden compuestos para su utilizacion segun la invencion como base libre o sales
farmacoldgicamente aceptables se pueden preparar en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo, tal
como hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles liquidos, y
sus mezclas, y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un
conservante para evitar el crecimiento de microorganismos.

El inhibidor para uso segin la invencion se puede formular en una composicion en forma neutra o salina. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicidon de acidos (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con &cidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico y fosférico, o acidos
organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo
libres también pueden derivar de bases inorganicas, tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, de potasio, de
amonio, de calcio, o férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina, y
similares.

El vehiculo también puede ser un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similar), mezclas adecuadas de los mismos, y aceites
vegetales. La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento, tal como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio requerido de particulas en el caso de dispersién, y mediante el uso
de tensioactivos. La prevencion de la accidon de microorganismos se puede producir mediante diversos agentes
antibacterianos y antiflingicos, por ejemplo parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal, y similar. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo azlcares o cloruro de sodio. La absorcion
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prolongada de las composiciones inyectables se puede producir mediante el uso de composiciones de agentes que
retrasan la absorcion, por ejemplo monoestearato de aluminio y gelatina.

Las disoluciones inyectables estériles se preparan incorporando los polipéptidos activos en la cantidad requerida en
el disolvente apropiado con diversos de los otros ingredientes mencionados anteriormente, segln se requiera,
seguido de la esterilizacion mediante filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los
diversos principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contienen el medio de dispersién basico y los
otros ingredientes requeridos a partir de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la
preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son técnicas de secado a
vacio y liofilizacion, que producen un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir
de una disolucién previamente filtrada de forma estéril del mismo.

Con la formulacién, las disoluciones se administraran de una manera compatible con la formulacién de dosificacién y
en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad
de formas de dosificacion, tal como el tipo de disoluciones inyectables descritas anteriormente, pero también se
pueden emplear capsulas de liberacion de farmacos y similares.

Para la administracion parenteral en una disolucion acuosa, por ejemplo, la disolucién se deberia tamponar
adecuadamente si es necesario, y el diluyente liquido se deberia hacer en primer lugar isoténico con disolucion
salina o glucosa suficiente. Estas disoluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la
administracion intravenosa, intramuscular, subcutdnea e intraperitoneal. A este respecto, los medios acuosos
estériles que se pueden emplear serdn conocidos por los expertos en la materia a la luz de la presente descripcion.
Por ejemplo, se podria disolver una dosificacion en 1 ml de disolucién isotonica de NaCl y se podria afiadir a 1000
ml de fluido de hipodermoclisis, 0 se podria inyectar en el sitio de infusion propuesto. Necesariamente se producira
cierta variacion en la dosificacion dependiendo de la afeccion del sujeto susceptible a sufrir el trastorno. La persona
responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual.

Ademas de los compuestos para su utilizacion segun la invencion formulados para administracién parenteral, tal
como inyeccion intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo,
comprimidos u otros solidos para administracion oral; formulaciones liposémicas; cépsulas de liberacion en el
tiempo; y cualquier otra forma actualmente usada.

Los compuestos para uso segun la invencion se pueden suministrar en un vehiculo oftalmico farmacéuticamente
aceptable, de manera que el polipéptido puede penetrar en las regiones de la cornea e internas del ojo, tal como por
ejemplo la camara anterior, la camara posterior, el cuerpo vitreo, el humor acuoso, el humor vitreo, la cornea,
iris/lente ciliar, coroide/retina y esclera. El vehiculo oftdlmico farmacéuticamente aceptable puede ser, por ejemplo,
un unguento, aceite vegetal o un material encapsulante. Como alternativa, los inhibidores de la invencién se pueden
inyectar directamente en el vitreo, el humor acuoso, tejido o tejidos del cuerpo ciliar o células y/o musculos
extraoculares por medios de electroporacion.

La composicion farmacéutica puede comprender fluido cerebroespinal sintético. Un ejemplo de fluido cerebroespinal
sintético esta comercialmente disponible de ALZET Osmotic Pumps (Cupertino, CA, USA).

Los inhibidores para uso segun la invencidon también se pueden combinar con otros agentes antiapoptdsicos para
potenciar su eficacia. Tales agentes pueden incluir rosiglitazona (Jung TW. et al. 2007).

La invencion se ilustrara adicionalmente a partir de las siguientes figuras y ejemplos.
FIGURAS:

Figura 1: Fotografia de células embrionarias del hipocampo en ED18 después de 3 dias en cultivo. Los
cultivos consisten en células poco diferenciadas organizadas en racimos (neuroesferas, flecha gruesa), y
células que migran que abandonan los racimos y que comienzan a diferenciarse (flecha fina).

Figura 2: Histograma que representa el porcentaje de células apoptdsicas fuera de los racimos en
comparacion con el namero total de células, proporcionandose los datos solamente por un experimento
realizado por triplicado. En cada ensayo, el marcaje apoptdsico con el método TUNEL se conté en 4 fotos
aleatorias en cada portaobjetos, y teniendo siempre al menos 1 neuroesfera. Los cultivos se trataron (casos
TSR, FasL, TSR+FasL, TRAIL, TSR+TRAIL, FasL+TRAIL y TSR+FasL+TRAIL) o no se trataron (control, c)
durante 7 dias con una concentracion de péptido de TSR de 375 pg/ml y/o 20 ng/ml de FasL y/u 80 ng/ml de
TRAIL).

Ejemplo

Material y métodos:
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Cultivos de células de hipocampo de ratas fetales: Las células se obtuvieron de cerebros de rata E18. Los tejidos se
retiraron en medio de diseccion (disolucion salina balanceada de Hank, HBSS mas antibiéticos). Composicion del
medio de diseccion (HBSS mas antibioticos):

- cloruro de potasio (KCI): 400 mg/I

- fosfato de potasio (KH2PO4): 60 mg/I

- bicarbonato de sodio (NaHCO3): 350 mg/l
- cloruro de sodio (NaCl): 8.000 mg/l

- fosfato de sodio (Na2HPO4): 48 mgl/l

- D-glucosa: 1000 mg/l

- penicilina-estreptomicina: 100 unidades/ml

Se retiraron las meninges de los cerebros de embriones, y el hipocampo se disec6 en una capsula de Petri estéril en
medio HBSS maés antibidtico. Tras la centrifugacion, las células se resuspendieron en medio de cultivo MEM con
sales de Earl suplementadas con B27, EGF, FGF-2 y antibiéticos. La composicion del medio de cultivo fue la
siguiente:

- hidrocloruro de L-arginina: 126 mg/ml

- L-cistina: 24 mg/l

- L-glutamina: 292 mg/|

- hidrocloruro de L-histidina-H20: 42 mgl/l

- L-isoleucina: 52 mg/l

- L-leucina 52 mg/l

- hidrocloruro de L-lisina: 73 mg/l

- L-metionina: 15 mg/l

- L-fenilalanina: 32 mg/l

- L-treonina: 48 mg/l

- L-triptéfano: 10 mg/l

- L-tirosina: 36 mg/l

- L-valina: 46 mg/l

- cloruro de colina: 1 mg/l

- pantotenato de D-calcio: 1 mg/I

- acido félico: I mg/l

- l-inositol: 2 mg/l

- Niacinamida: 1 mg/I

- hidrocloruro de piridoxal: 1 mg/l

- Riboflavina: 0,1 mg/I

- hidrocloruro de tiamina: 1 mg/l

- cloruro de calcio (CaCl2-2H20): 264 mg/|
- sulfato de magnesio (MgS0O4-7H20): 200 mg/l
- cloruro de potasio (KCl): 400 mg/I

- bicarbonato de sodio (NaHCO3): 2200 mg/I|
- cloruro de sodio (NaCl): 6800 mg/|

- fosfato de sodio (NaH2P0O4-2H20): 158 mg/
- D-glucosa: 4500 mg/l

- rojo fenol: 10 mg/l

- piruvato de sodio: 110,04 mg/l

- medio B27 (Invitrogen) 50X: 2% v/v

- EGF: 20 mg/l

- FGF-2: 20 mgl/l

- penicilina-estreptomicina: 100 unidades/ml

Los fragmentos de hipocampo se disociaron mecanicamente con 1 jeringuilla de 1 mly 1 aguja de calibre 25G, y se
afiadieron con 1 ml de medio de cultivo y se centrifugaron entonces a 1.200 rpm durante 10 min. Entonces se retird
el sobrenadante, y el pelete celular se resuspendié en 1 ml de medio de cultivo. Otra disociacion mecanica se llevé a
cabo con una jeringuilla de 1 ml y una aguja de calibre 25G. El recuento celular se determind con un hemocitémetro
Malassez, y la viabilidad de las células se evalué contando las células que no absorbieron el azul de tripan.
Entonces las células se sembraron en placas de 48 pocillos, a 40.000 células por pocillo en 500 ul de medio de
cultivo, en capsulas de cultivo precubiertas con colageno.

Preparacion de capsulas precubiertas con colageno: Después de una incubacion de 10 min. en etanol absoluto, las
capsulas de vidrio se esterilizaron calentando 2H a 120°C. Las capsulas de vidrio esterilizadas (diametro de 10 mm)
se colocaron en pocillo de cultivo y se cubrieron con disolucion de piel de ternera de colageno 0,1 mg/ml. Después
de 1 h de incubacion a 37°C, se elimin6 el exceso de disolucion y la placa se mantuvo una noche bajo campana de
cultivo a fin de dejar secar las placas. Antes del uso, las placas se lavaron dos veces con 200 ul de agua destilada
estéril.
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Tratamiento de células de hipocampo de ratas embrionarias: Después de 5 dias de cultivo, las células se cultivaron
en medio sin factores de crecimiento (MEM con sales de Earl, B27 y antibidticos) con diferentes condiciones de
tratamiento combinando el péptido de TSR (WSGWSSCSRSCG - SEC ID N°8) (375 ug/ml), FasL (20 ng/ml) y TRAIL
(80 ng/ml). La composicion del medio de cultivo MEM, sales de Earl, B27 y antibioticos es la siguiente:

- hidrocloruro de L-arginina: 126 mg/ml

- L-cistina: 24 mg/|

- L-glutamina: 292 mg/|

- hidrocloruro de L-histidina-H20: 42 mgl/l

- L-isoleucina: 52 mg/I

- L-leucina: 52 mgl/l

- hidrocloruro de L-lisina: 73 mg/I

- L-metionina: 15 mg/l

- L-fenilalanina: 32 mg/l

- L-treonina: 48 mg/l

- L-triptéfano: 10 mg/l

- L-tirosina: 36 mg/|

- L-valina: 46 mg/l

- cloruro de colina: 1 mg/l

- pantotenato de D-calcio: 1 mgl/l

- acido félico: | mg/l

- l-inositol: 2 mg/l

- Niacinamida: 1 mg/l

- hidrocloruro de piridoxal: 1 mg/l

- Riboflavina: 0,1 mg/l

- hidrocloruro de tiamina: 1 mg/I

- cloruro de calcio (CaCl2-2H20): 264 mg/|

- sulfato de magnesio (MgS0O4-7H20): 200 mgl/l
- cloruro de potasio (KCI): 400 mg/|

- bicarbonato de sodio (NaHCO3): 2200 mg/I
- cloruro de sodio (NaCl): 6800 mg/l

- fosfato de sodio (NaH2P0O4-2H20): 158 mg/
- D-glucosa: 4500 mg/l

- rojo fenol: 10 mgl/l

- piruvato de sodio: 110,04 mg/|

- B27 (composicion : Invitrogen) 50X: 2% v/v
- penicilina-estreptomicina: 100 unidades/ml

Deteccion de apoptosis en células de hipocampo tratadas en cultivos: Después de 7 dias de tratamiento, se elimind
el medio de cultivo y las células se fijaron en una disolucion al 4% de paraformaldehido en PBS (pH 7,6) durante 30
min. a RT, y se lavaron tres veces con PBS. Las células se permeabilizaron con 0,2% de disolucion de Triton X100
en PBS a 4°C, durante 5 min., se lavaron tres veces con PBS y se mantuvieron en tampdén de equilibrio (10 min.,
RT).

Tampodn de equilibrio:

- cacodilato de potasio (pH 6,6 a 25°C): 200 mM
- Tris-HCI (pH 6,6 a 25°C) : 25 mM

- Ditiotreitol (DTT): 0,2 mM

- Seroalbimina bovina (BSA): 0,25 mg/l

- cloruro de cobalto: 2,5 mM

Tampodn de rTdT:

- cacodilato de potasio (pH 6,6 a 25°C): 176,47 mM

- Tris-HCI (pH 6,6 a 25°C) : 22,06 mM

- Ditiotreitol (DTT): 0,18 mM

- Seroalbimina bovina (BSA): 0,22 mg/l

- cloruro de cobalto: 2,21 mM

- Fluoresceina-12-dUTP : 4,9 mM

- dATP:9,8 mM

- Tris-HCI (pH 7,6) : 0,98 mM

- EDTA: 98 uM

- Desoxinucleotidil terminal transferasa: 0.59 unidades/ml
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Las céapsulas de vidrio que contienen cultivos se incubaron durante 60 min. a 37°C con una gota de 25 pl de tampén
de rTdT seguido de la incubacién con 200 pl de SSC 2X/pocillo durante 15 min. a RT en la oscuridad y tres lavados
durante 5 min. con 200 ul de PBS.

Se llevd a cabo una contratincion con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a fin de determinar al mismo tiempo el
numero total de células y verificar el nimero de células apoptdsicas (con fragmentacion nuclear) como segunda
evaluacion. Las células se incubaron durante 5 min. con 1 pug/ml de DAPI y se lavaron tres veces durante 5 min. con
200 pul de PBS.

Las capsulas de vidrio se montaron con Dako Fluorescent Mounting Medium (Dako), y se almacenaron a 4°C en la
oscuridad.

Analisis de los resultados: Los resultados se fotografiaron usando un microscopio Leica equipado con una camara
digital acoplada a un ordenador, en una cantidad de 4 fotografias tomadas en cada portaobjetos del microscopio.
Cada una de estas fotografias contenia sisteméaticamente 1 o varios racimos de células inmaduras, y siempre se
llevaron a cabo usando el objetivo X10. El nimero total de células se evalu6 contando manualmente el nimero de
células tefiidas con DAPI. Al mismo tiempo, se determind el nimero de células apoptdsicas contando el nimero de
células positivas para TUNEL, y se correlacion6 con el recuento de células tefiidas con DAPI que muestran la
fragmentacion nuclear de células apoptésicas.

Se llevaron a cabo analisis estadisticos mediante el software Statview 6 y Systat 10. Los valores de la apoptosis se
compararon usando ANOVA de una via. Los valores correspondieron a la media + media del error estandar (SEM).

Resultados:

A los 3 dias, los cultivos consistieron en racimos de células no diferenciadas, consideradas como “neuroesferas”, y
también células que migran (Figura 1).

Después del tratamiento durante 7 dias, la apoptosis en células del hipocampo disminuyé mediante el tratamiento
con el péptido de TSR inducido por la ruta de receptores de la muerte celular, como se muestra en la Figura 1. El
efecto neuroprotector fue dominante cuando la apoptosis se indujo por TRAIL.

El péptido de TSR no tuvo ningun efecto sobre la apoptosis basal (Figura 2). El nimero de células apoptdsicas
aumentoé en presencia de FasL en comparacion con los cultivos de control (Figura 2). Comparado con el cultivo con
FasL, el nimero de células apoptdsicas disminuyd en presencia del péptido de TSR, demostrando un efecto
protector del péptido de TSR frente a la apoptosis inducida por FasL (Figura 2). Ademas, el nimero de células
apoptésicas es mas importante que en presencia de FasL (Figura 2). En comparacion con el cultivo con TRAIL, el
numero de células apoptdsicas disminuyé en presencia del péptido de TSR hasta un nivel comparable a las células
de control. El péptido de TSR tiene un efecto protector sobre la apoptosis inducida por TRAIL (Figura 2). Finalmente,
el péptido de TSR restaura el nivel basal de apoptosis (Figura 2).

Conclusiones:

Los resultados muestran que el péptido de TSR inhibe la apoptosis inducida por los receptores de la muerte celular
(Fas, TRAIL-R) cuando se afadio en el medio de cultivo de células de hipocampo embrionarias.
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<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido derivado de TSR (unidades de trombospondina tipo 1) de SCO-espondina

<400> 4
Trp Ser GIn Cys ?er val Thr cys Gly
1

<210>5

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia Al
<220>

<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS
<222> (1)..(1)
<223> Aminoécido seleccionado del grupo que consiste en G, Sy C

<220>

<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS

<222> (3)..(4)

<223> Aminoacido seleccionado del grupo que consisteen G, Sy C

<400> 5
Xaa Trp Xaa Xaa
1

<210>6

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia A1

<220>

<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS

<222> (1)..(1)

<223> aminoécido seleccionado del grupo que consiste en G, Sy C

<220>

<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS

<222> (4)..(4)

<223> aminoacido seleccionado del grupo que consiste en G, Sy C

<400> 6
Xaa Trp Ser Xaa
1

<210>7

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de TSR (unidades de trombospondina tipo 1) de SCO-espondina

<220> )
<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS
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<222> (3)..(3)
<223> aminoécido seleccionado del grupo que consiste en G, Sy C

<220>

<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS

<222> (6)..(6)

<223> aminoacido seleccionado del grupo que consisteen G, Sy C

<220>

<221 > CARACTERISTICAS DIVERSAS

<222>(9)..(9)

<223> Secuencia de aminoacidos que comprende de 1 a 5 aminoacidos

<400>7

Irp Ser Xaa Trp ger Xaa Cys Ser Xaa Cys Gly
10.

<210>8

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido derivado de TSR (unidades de trombospondina tipo 1) de sco-espondina

<400> 8
Irp ser Gly Trp ger Ser Cys Ser Arg ng Cys Gly
1

14
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REIVINDICACIONES
1. Polipéptido que comprende la secuencia que consiste en
-W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8),

para su utilizacion en un método para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal mediada por al menos un ligando de
receptores de la muerte celular seleccionado de TRAIL y FasL.

2. Polipéptido para su utilizacion segun la reivindicacion 1, en el que dicha apoptosis neuronal resulta de una
enfermedad seleccionada de entre el grupo que consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral,
traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

3. Polipéptido para su utilizacion segun la reivindicacion 2, en el que dichos trastornos neurodegenerativos se
seleccionan de entre el grupo que consiste en esclerosis lateral amiotrofica (ALS), atrofia muscular espinal (SMA),
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de cuerpos de Lewy
difusos, enfermedad prionica, pardlisis supranuclear progresiva, atrofia sistémica mdltiple, adrenoleucodistrofia,
sindrome de down y demencia frontotemporal.

4. Constructo de acido nucleico que codifica un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3, para su utilizacién en un método para inhibir o prevenir la apoptosis neuronal que resulta de una enfermedad
seleccionada de entre el grupo que consiste en trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos
neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales, y neurodegeneraciones viricas.

5. Polipéptido que comprende la secuencia que consiste en
-W-S-G-W-S-S-C-S-R-S-C-G- (SEC ID N°8),

para la utilizacion en un método para prevenir una enfermedad seleccionada de entre el grupo que consiste en
trastornos neurodegenerativos, isquemia cerebral, traumatismos neuronales, enfermedades inflamatorias neuronales
y neurodegeneraciones viricas.

6. Polipéptido para la utilizacion segun la reivindicacién 5, en el que dichos trastornos neurodegenerativos se
seleccionan de entre el grupo que consiste en esclerosis lateral amiotréfica (ALS), atrofia muscular espinal (SMA),
enfermedad de Huntington, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de cuerpos de Lewy
difusos, enfermedad prionica, pardlisis supranuclear progresiva, atrofia sistémica mdultiple, adrenoleucodistrofia,
sindrome de down y demencia frontotemporal.
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FIGURA 1
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Células apoptosicas/células totales

ES 2397300 T3

Efecto in vitro del péptido TSR scbre la apoptosis de ¢élulas del hipocampo embrionarias (E18)

FIGURA 2

17



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

