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DESCRIPCION
Péptidos para suprimir la inflamacion
Campo

La descripcion se refiere a péptidos, métodos y composiciones para reducir o suprimir la inflamacioén, reducir o
suprimir la neuroinflamacion y tratar afecciones neurolégicas.

Listado de secuencias

El listado de secuencias se proporciona con la presentacién de la solicitud en formato electronico solamente. El
archivo de listado de secuencias 9111-WO00_ASFILED_SequencelListing_Text.txt se generd el 15 de marzo de
2012 y tiene un tamano de 10,938 bytes.

Antecedentes

La apolipoproteina E ("ApoE") es una glicoproteina de 299 aminoacidos (34 kDa), producida principalmente en el
higado y el cerebro que exhibe multiples funciones bioldgicas. Reconocida primero por su papel en el transporte y
metabolismo del colesterol, la ApoE esta presente en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y los complejos
de lipoproteinas de alta densidad (HDL), y la ApoE puede unirse al receptor de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL), la proteina relacionada con receptores LDL (LRP) y el receptor VLDL. Weisgraber, (1994) Adv. Protein Chem.
45:249-302. La ApoE también es conocida por tener propiedades inmunomoduladoras, Laskowitz, et al., (2001) Exp.
Neurol. 167:74-85, y por desempefiar un papel en la respuesta a enfermedades neuroldgicas y lesiones cerebrales,
Laskowitz and Vitek, (2007) Pharmacogenomics 8:959-69.

La estructura terciaria de la ApoE incluye una regién amino-terminal con un motivo de cuatro a-hélices que incluye
un dominio de unién al receptor y una region carboxi-terminal que es en gran parte responsable de la unién a lipidos.
La region de unién al receptor de ApoE se ha mapeado a un dominio helicoidal en los residuos 130-150 de la
proteina de longitud completa madura, y esta region de ApoE gobierna su capacidad para suprimir la activacion glial
y la inflamacion del SNC.

El documento WO 2003/026479 (Cognosci Inc.) describe métodos para suprimir la activacion de células microgliales
en el Sistema Nervioso Central (SNC), métodos para mejorar o tratar los efectos neurolégicos de la isquemia
cerebral o la inflamacion cerebral, y métodos para combatir enfermedades especificas que afectan el SNC mediante
la administracion de un compuesto que se une a receptores microgliales y previene o reduce la activacion microglial.
También se describen los péptidos de uniodn al receptor de ApoE que pueden usarse en los métodos del documento
WO 2003/026479, asi como los métodos para usar dichos péptidos para tratar afecciones inflamatorias periféricas
tales como la sepsis. También se describen métodos para seleccionar compuestos por la capacidad de suprimir o
reducir la activacion microglial.

Wang et al. (An apolipoprotein E-based therapeutic improves outcome and reduces Alzheimer's disease pathology
following closed head injury: Evidence of pharmacogenomic interaction, Neuroscience, Vol. 144, No. 4, 24 January
2007, 1324-1333, doi: 10.1016/j.neuroscience.2006.11.017) han estudiado cémo la apolipoproteina E (apoE)
modifica la activacion glial y la respuesta inflamatoria del SNC de una manera especifica de la isoforma. Se ha
demostrado que los péptidos derivados de la regiéon de union a receptor de apoE mantienen la actividad funcional de
la proteina intacta y mejoran los déficits histolégicos y funcionales después de una lesién cerrada en la cabeza. En el
estudio actual, se usaron ratones de reemplazo direccionado APOE2, APOE3 y APOE4 (TR) que expresan las
isoformas de la proteina apoE humana (apoE2, apoE3 y apoE4) en un modelo clinicamente relevante de lesion de
cabeza cerrada para evaluar la interaccion entre el fondo apoE humanizado y el péptido mimético apoE terapéutico,
apoE (133-149). El tratamiento con el péptido apoE-mimético redujo la activacién microglial y los eventos
inflamatorios tempranos en todos los animales de reemplazo direccionados y se asocié con una mejoria histolégica y
funcional en los animales APOE2TR y APOE3TR. De manera similar, los niveles de proteina beta amiloide cerebral
(AB)(1-42) aumentaron en funcion de la lesion craneal en todos los ratones de reemplazo direccionados, mientras
que el tratamiento con péptido apoE suprimié los niveles de AB(1-42) en los animales APOE2TR y APOE3TR. Estos
resultados sugieren una interacciéon farmacogenémica entre los efectos terapéuticos del péptido mimético de apoE y
las isoformas de la proteina apoE humana. Ademas, Wang et al. sugieren que la administracion de péptidos
miméticos de apoE puede servir como una nueva estrategia terapéutica para el tratamiento de la enfermedad
neuroldgica aguda y cronica.

Resumen
La divulgacion proporciona un péptido aislado de 5 residuos de aminoacidos que comprende la Férmula I:

X1-X2-X3-X4-X5 (SEQ ID NO:1)
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o una sal del mismo, en donde dicho péptido se elige entre los péptidos VSRKR (SEQ ID NO:2), VSKRR (SEQ ID
NO:3), VSRRR (SEQ ID NO:4), VARKL (SEQ ID NO:5), RHKKL (SEQ ID NO:6), RHKRR (SEQ ID NO:9) o VARRL
(SEQ ID NO:10). Se describen realizaciones adicionales de la invencién en las reivindicaciones adjuntas.

En un aspecto, la divulgacién proporciona composiciones que comprenden el péptido aislado de Férmula I, y un
vehiculo, diluyente, vehiculo o adyuvante. Las realizaciones de este aspecto proporcionan una composicion que
comprende un péptido, o una sal del mismo, de VSRKR (SEQ ID NO:2), VSKRR (SEQ ID NO:3), VSRRR (SEQ ID
NO:4), VARKL (SEQ ID NO:5), RHKKL (SEQ ID NO:6), RHKRR (SEQ ID NO:9) o VARRL (SEQ ID NO:10).

Los péptidos son utiles en un método para reducir la inflamacién en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un péptido, o una sal del mismo, que comprende VSRKR (SEQ
ID NO:2), VSKRR (SEQ ID NO:3), VSRRR (SEQ ID NO:4), VARKL (SEQ ID NO:5), RHKKL (SEQ ID NO:6), RHKRR
(SEQ ID NO:9) o VARRL (SEQ ID NO:10).

Los péptidos son utiles en un método para tratar una afeccién neurolégica en un sujeto que lo necesita,
comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un péptido, o una sal del mismo, que
comprende VSRKR (SEQ ID NO:2), VSKRR (SEQ ID NO:3), VSRRR (SEQ ID NO:4), VARKL (SEQ ID NO:5),
RHKKL (SEQ ID NO:6), RHKRR (SEQ ID NO:9), o VARRL (SEQ ID NO:10). En algunos ejemplos, el método
comprende tratar una afeccién neurolégica seleccionada de al menos una de lesion traumatica del SNC, hemorragia
subaracnoidea, hemorragia intracraneal, accidente cerebrovascular, encefalomielitis alérgica experimental,
esclerosis mudltiple, neuroinflamacién, enfermedad neuroldgica crénica, ALS, demencia, neuropatia, epilepsia,
enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer.

La invencion y sus realizaciones se definen en las reivindicaciones adjuntas, incorporadas aqui como referencia.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa la inhibicién de la secrecién de TNF-a microglial por un péptido. Las células microgliales
murinas cultivadas BV-2 se incubaron con las concentraciones indicadas de péptido (SEQ ID NO:3) o un péptido
control negativo (SEQ ID NO:13) y se estimularon con lipopolisacarido (LPS) (100 ng/ml) durante seis horas.
Después de seis horas, se recogieron los sobrenadantes y se midié la concentracion de TNF-a secretada mediante
ELISA (** p<0.01; ANOVA).

La Figura 2 representa la funcion vestibulomotora mejorada en ratones tratados con péptido después de una lesion
cerebral traumatica. La funcion vestibulomotora se evalud en términos de latencia Rotorod. La latencia de Rotorod
basal se evalué antes (Dia 0) y cada dia después de una lesidén cerebral traumatica inducida por un impacto
neumatico controlado contra el craneo intacto. Dos horas y seis horas después de la lesidén cerebral traumatica, los
ratones recibieron ya sea péptido (SEQ ID NO:3, 0.05 mg/kg o 0.2 mg/kg) o vehiculo salino mediante inyeccién
intravenosa en la vena de la cola. Los animales tratados con péptido mostraron un rendimiento vestibulomotor
mejorado en relacién con el tratamiento con vehiculo, como se refleja por el aumento de latencia de Rotorod,
durante todo el periodo de prueba (* p<0.05; ANOVA).

La Figura 3 representa la funcion vestibulomotora mejorada en ratones tratados con péptido después de una lesion
cerebral traumatica. La funcion vestibulomotora se evalu6 en términos de latencia de Rotorod. La latencia de
Rotorod basal se evalu6 antes (Dia 0) y cada dia después de una lesién cerebral traumatica inducida por un impacto
neumatico controlado contra el craneo intacto. Dos horas y seis horas después de la lesidén cerebral traumatica, los
ratones recibieron el péptido (SEQ ID NO:4; 0.05 mg/kg) o el vehiculo salino mediante inyeccion intravenosa en la
vena de la cola. Los animales tratados con péptido exhibieron un rendimiento vestibulomotor mejorado, como se
refleja por el aumento de latencia de Rotorod, durante todo el periodo de prueba (* p<0.05; ANOVA de medidas
repetidas).

La Figura 4 representa resultados neurocognitivos mejorados en ratones tratados con péptido después de una lesion
cerebral traumatica inducida por un impacto neumatico controlado contra el craneo. Dos horas y seis horas después
de la lesién cerebral traumatica, los ratones recibieron péptido (SEQ ID NO:4, 0.05 mg/kg o 0.2 mg/kg) o vehiculo
salino mediante inyeccion intravenosa en la vena de la cola. El rendimiento neurocognitivo se evalué en términos de
latencia del laberinto acuatico de Morris. La latencia del laberinto acuatico se evalué mediante pruebas de
plataforma sumergida a partir del dia 28 después de una lesion cerebral traumatica, y el rendimiento se evalud
adicionalmente en dias sucesivos 29, 30 y 31 después de la lesion. Los animales tratados con péptido exhibieron
mejores resultados neurocognitivos, como se refleja por la latencia disminuida del laberinto de agua, durante todo el
periodo de prueba (* p<0.05; ANOVA).

La Figura 5 representa la funcién vestibulomotora mejorada en ratones tratados con péptido después de una
hemorragia intracerebral. La funcién vestibulomotora se evalué en términos de latencia de Rotorod. La latencia de
Rotorod basal se evalu6 antes (Dia 0) y cada dia después de una hemorragia intracerebral inducida por inyeccion
estereotaxica de colagenasa. Dos horas y seis horas después de la inyeccién de colagenasa, los ratones recibieron
péptido (SEQ ID NO:4; 0.05 mg/kg) o vehiculo salino mediante inyeccién intravenosa en la vena de la cola. Los
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animales tratados con péptido exhibieron un rendimiento vestibulomotor mejorado, como se refleja por el aumento
de latencia de Rotorod, durante todo el periodo de prueba (* p<0.05; ANOVA de medidas repetidas).

La Figura 6 representa el porcentaje de supresion de la liberacion de LDH después de la exposicién a NMDA en
cultivos tratados con péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4).

Las Figuras 7A-7B representan secciones del aparato de modelo de explosion de tubo de choque.

La Figura 8 representa la eficacia del péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4) en el rendimiento neurocognitivo de
ratones con lesion por explosion (p=0.7 en las diferencias de tendencia de aprendizaje) en términos de latencia del
laberinto acuatico de Morris.

La Figura 9 representa las cantidades promedio e individuales del péptido VSRRR (SEQ ID NO:4) en plasma de
ratones a lo largo del tiempo después de una dosis Unica de 0.8 mg/kg.

La Figura 10 representa la penetracion en el SNC del péptido VSRRR (SEQ ID NO:4) en tejido cerebral de ratones a
lo largo del tiempo.

Las Figuras 11A-11B representan la inhibicion de la secrecién de TNF-a microglial por VR-55 (SEQ ID NO:4), VL-5-1
(SEQ ID NO:5) y VL-5-3 (SEQ ID NO:10).

Las Figuras 12A-12B representan la funcion vestibulomotora de ratones tratados con péptido después de una
oclusion modificada de la arteria cerebral media.

Descripcion detallada

Se entendera que los diversos aspectos y realizaciones descritos en el presente documento estan destinados
simplemente a proporcionar una ilustracién y no sirven para limitar el alcance de las reivindicaciones.

Los articulos "un" y "una" se usan en este documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, al menos uno)
del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa al menos un elemento y puede incluir
mas de un elemento. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos utilizados en este documento
tienen el mismo significado que entiende comunmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
divulgacion.

En un sentido general, la descripcion se refiere a péptidos, que incluyen péptidos aislados y/o sintéticos que pueden
exhibir actividad ApoE (también denominada en el presente documento “actividad mimética de ApoE”). ApoE, como
se usa en el presente documento, se refiere a cualquiera de las diversas isoformas (por ejemplo, alelos) de la
proteina de la apolipoproteina E humana codificada por un gen APOE. Ejemplos no limitantes de ApoE incluyen
ApoE3 (SEQ ID NO:14), ApoE2 (SEQ ID NO:15) y ApoE4 (SEQ ID NO:16). La actividad de ApoE incluye cualquier
actividad bioldgica funcional, o combinacion de actividades bioldgicas, que esté asociada con la proteina ApoE, ya
sea in vitro o in vivo. La actividad de ApoE puede relacionarse, por ejemplo, con una cualquiera o combinacion de
metabolismo de colesterol, unién a proteinas de receptor ApoE fisiologicas; actividad neuroprotectora, actividad
antioxidante, actividades antiexcitéticas, modulaciéon de la actividad de células gliales, inflamacion, modulacién de
neuroinflamacién, y similares. Estudios recientes demuestran que los péptidos que tienen actividad mimética de
apoE pueden tener un efecto beneficioso en una serie de modelos animales que incluyen, por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer (Laskowitz et al., (2010) J Neurotrauma 27:1983-1995); esclerosis multiple (Li et al., JPET,
2006); hemorragia subaracnoide (Gao et al; 2006 Mesis et al., 2006); ictus (Tukhovskaya, J Neurosci Res, 2006), y
neuropatia (Li et al., JPET, 2010). De este modo, los péptidos, composiciones y métodos descritos en el presente
documento tienen amplias aplicaciones ya que pueden usarse para tratar un espectro de enfermedades, trastornos e
indicaciones clinicas asociadas con ApoE.

ApoE es un ligando conocido para receptores que incluyen receptores secuestrantes tales como receptor LDL,
receptor VLDL, receptor LRP/a2M, receptor ER-2, receptor LR8, receptor ApoE 2 (apoER2) y megalina/gp330
(colectivamente receptores ApoE). Una region de ApoE conocida por participar en las interacciones de unién a
receptor es un dominio a-helicoidal que se encuentra entre los residuos 130-150 del polipéptido ApoE nativo (SEQ
ID NO:14). Los fragmentos de ApoE activa que incluyen este dominio helicoidal han mostrado actividad mimética de
ApoE (véanse las Patentes de Estados Unidos numeros 7,319,092 y 7,205,280). Estos péptidos retienen la
secuencia de aminoacidos primaria de ApoE nativa en el dominio helicoidal de unidn al receptor y conservan la
estructura secundaria de a- helicoidal nativa (Laskowitz, et al. (2001) Exp. Neurol. 167:74-85). Se ha demostrado
que la actividad de estos péptidos depende de la retencién de la estructura secundaria a-helicoidal nativa
(Laskowitz, et al. (2006) Acta Neurol. Scand. 114 (Supp. 185):15-20). Como se describe en mas detalle a
continuacion, se ha encontrado sorprendentemente que los péptidos pequefios (por ejemplo, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,09
residuos de aminoacidos de longitud) que no tienen una identidad de secuencia primaria con ApoE son efectivos
para modular, inducir y/o imitar la actividad biolégica de ApoE y pueden usarse en el tratamiento de diversas
enfermedades, trastornos o afecciones que implican la funcién bioldgica de ApoE.
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Un "péptido", como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto que comprende al menos un unico
residuo de aminoacido, o derivado del mismo, o un compuesto que comprende al menos un aminoacido mimético.
Los aminoacidos son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, isoleucina, leucina, alanina, asparagina,
glutamina, lisina, acido aspartico, acido glutamico, metionina, cisteina, fenilalanina, treonina, triptéfano, glicina,
valina, prolina, serina, tirosina, arginina, histidina, norleucina, ornitina, taurina, selenocisteina, selenometionina,
lantionina, &cido 2-aminoisobutirico, deshidroalanina, hipusina, citrulina, acido 3-aminopropanoico, acido gamma-
aminobutritrico, nitroarginina, leucina N-metilada, homoarginina, dimetil arginina , acetil-lisina, azalisina, pirrolisina y
similares. Una "cadena lateral de aminoacido" se refiere a los diversos grupos sustituyentes organicos que
diferencian un aminoacido de otro. Un aminoacido que tiene una cadena lateral hidréfoba incluye los ejemplos no
limitantes de alanina (A), isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), fenilalanina (F), triptéfano (W), tirosina (Y), y valina
(V). Un aminoacido que tiene una cadena lateral cargada positivamente, en condiciones fisioldgicas tipicas, incluye
los ejemplos no limitantes de arginina (R), histidina (H) y lisina (K). Un aminoacido que tiene una cadena lateral
cargada negativamente, en condiciones fisiologicas tipicas, incluye los ejemplos no limitantes de acido aspartico (D)
y acido glutamico (E). Un aminoacido que tiene una cadena lateral polar no cargada incluye los ejemplos no
limitantes de serina (S), treonina (T), asparagina (N) y glutamina (Q). Dados estos ejemplos no limitantes, un experto
en la materia apreciara y podra determinar las caracteristicas de otras cadenas laterales de aminoacidos (por
ejemplo, como hidrofobas, carga positiva/negativa, descarga polar, y similares) que no estan ejemplificados
explicitamente mas arriba. Un "derivado" de una cadena lateral de aminoacido se refiere a una cadena lateral de
aminoacido que se ha modificado estructuralmente (por ejemplo, a través de una reacciéon quimica para formar
nuevas especies, un enlace covalente a otra molécula, y similares). Algunas realizaciones proporcionan un péptido
que comprende modificaciones que incluyen, pero no se limitan a, glicosilacién, oxidacion de la cadena lateral,
acetilacion, amidacion o fosforilacion, siempre que la modificacion no destruya la actividad bioldgica de los péptidos
como se describe aqui. Por ejemplo, en algunas realizaciones, un péptido puede modificarse mediante acetilacién N-
terminal y/o amidacion C-terminal.

Un "aminoacido mimético" como se usa en este documento pretende abarcar peptidomiméticos, peptoides (glicinas
poli-N-sustituidas) y péptidos B (es decir, péptidos que comprenden uno o0 mas residuos de aminoacidos que tienen
el grupo amino unido al carbono 8 en lugar del carbono a). Adecuadamente, el aminoacido mimético comprende una
estructura quimica alterada que esta disefiada para ajustar propiedades moleculares favorablemente (por ejemplo,
estabilidad, actividad, respuesta inmunogénica reducida, solubilidad, etc.). Tipicamente, se cree que la estructura
quimica alterada no se produce en la naturaleza (por ejemplo, que incorpora esqueletos modificados, aminoacidos
no naturales, etc.). Asi, ejemplos no limitativos de miméticos de aminoacidos incluyen péptidos D, retropéptidos,
péptidos retroinversos, péptidos B, peptoides y compuestos que incluyen uno o mas D-aminoacidos, glicina poli-N-
sustituida, o B-aminoacido, o cualquier combinacién de los mismos.

Tipicamente, un péptido comprende una secuencia de al menos 3 aminoacidos (residuos de aminoacidos) o
miméticos de aminoacidos. Las realizaciones de la divulgacion se refieren a péptidos que tienen una longitud de 5
aminoacidos. Los péptidos descritos en el presente documento se pueden proporcionar en una forma cargada,
tipicamente con una carga neta positiva, y se pueden generar y usar como sales (por ejemplo, sales de metales
alcalinos, sales de adicién basicas o acidas). La seleccion y formacion de tales sales estan dentro de la capacidad
de un experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21st ed.,
Lippincott Williams & Wilkins, A Wolters Kluwer Company, Philadelphia, Pa (2005).

Las realizaciones de la divulgacion proporcionan péptidos sintéticos con actividad mimética de ApoE. Aunque
pueden exhibir actividad mimética de ApoE, los péptidos descritos no comparten identidad de secuencia de proteina
primaria con el polipéptido ApoE (SEQ ID NO:13). En otras palabras, las secuencias peptidicas divulgadas no
aparecen en la secuencia de aminoacidos primaria de un polipéptido ApoE, ni exhiben una estructura secundaria a-
helicoidal analoga al dominio de unién al receptor ApoE nativo. En una realizacién, los péptidos sintéticos se aislan
y/o purifican opcionalmente hasta una sola especie activa.

En un aspecto de la divulgacion, el péptido comprende la Férmula I:
X1-X2-X3-X4-X5 (SEQ ID NO:1)

o una sal del mismo, en donde el péptido puede comprender VSRKR (SEQ ID NO:2), VSKRR (SEQ ID NO:3),
VSRRR (SEQ ID NO:4), VARKL (SEQ ID NO:5), RHKKL (SEQ ID NO:6), RHKRR (SEQ ID NO:9) o VARRL (SEQ ID
NO:10). En algunas realizaciones, el péptido de acuerdo con la Férmula | es VSRKR (SEQ ID NO:2), VSKRR (SEQ
ID NO:3), VSRRR (SEQ ID NO:4), VARKL (SEQ ID NO:5), RHKKL (SEQ ID NO:6), RHKRR (SEQ ID NO:9), o
VARRL (SEQ ID NO:10).

En algunas realizaciones de todos los aspectos descritos en el presente documento, los péptidos consisten
esencialmente en las secuencias de aminoacidos y férmulas descritas en este documento. En algunas realizaciones
de todos los aspectos descritos en el presente documento, los péptidos consisten en las secuencias de aminoacidos
y férmulas descritas en este documento.
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Tabla 1.

Péptido Secuencia

SEQID NO:1 | X1 | X2 | X3 [Xs | Xs
SEQIDNO2 |V |S R |K|R
SEQIDNO3 |V |S K|R|R
SEQIDNO4 |V |S R|R|R
SEQIDNO5 |V A R |K|L
SEQIDNO6 |R|H K |K|L
SEQIDNO7 |[R|/A R|R|L
SEQIDNO8 |R|S K |K|L
SEQIDNO9 |R|H K|R|R
SEQIDNO:10 |V |A R |R|L
SEQIDNO:11|V |A R |R |K
SEQIDNO:12 |[R|S K|R|R

En algunas realizaciones, los péptidos pueden exhibir al menos una actividad mimética de ApoE. En algunas
realizaciones, por ejemplo, los péptidos divulgados pueden unir uno o mas receptores de ApoE fisiologicos tales
como, por ejemplo, receptores de superficie celular expresados por células gliales, asi como receptores que
funcionan para suprimir la muerte celular neuronal y la afluencia de calcio (excitotoxicidad ) asociado con la
exposicion al N-metil-D-aspartato (NMDA); proteger contra la produccion de TNF-a e IL-6 inducida por LPS (por
ejemplo, en un modelo de sepsis in vivo); prevenir, tratar o ralentizar trastornos inflamatorios tales como
aterosclerosis, artritis o enfermedad inflamatoria del intestino; suprimir la activacién glial o microglial; suprimir la
activacion de macréfagos; suprimir la activacion de linfocitos; suprimir la inflamacion; suprimir la inflamacion del
SNC; tratar la neuropatia; y/o mejorar la lesiéon neuronal en la enfermedad neurodegenerativa (por ejemplo, deterioro
cognitivo leve, demencia, enfermedad de Parkinson o enfermedad de Alzheimer) y/o trauma agudo del SNC (por
ejemplo, lesion cerebral traumatica).

En algunas realizaciones, los péptidos se uniran a un receptor particular con afinidad similar a ApoE. En algunas
realizaciones, los péptidos se uniran a un receptor particular con afinidad similar al péptido mimético de ApoE de 20
aminoacidos mas largo previamente descrito que se une a los macréfagos con una constante de disociacion (Kqy) de
aproximadamente 50 nM (Misra et al., (2001) J. Leukocyte Biol. 70: 677 - 683). Por ejemplo, el péptido puede unirse
a un receptor con una Ky igual o inferior a aproximadamente 100 uM, aproximadamente 90 uM, aproximadamente 80
UM, aproximadamente 70 pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 uyM, aproximadamente 40 uM,
aproximadamente 30 pM, aproximadamente 20 uM, aproximadamente 10 uM, aproximadamente 5 M,
aproximadamente 1 pM, aproximadamente 100 nM, aproximadamente 90 nM, aproximadamente 80 nM,
aproximadamente 70 nM, aproximadamente 60 nM, aproximadamente 50 nM, aproximadamente 40 nM,
aproximadamente 30 nM, aproximadamente 20 nM , aproximadamente 10 nM, aproximadamente 5 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 90 pM, aproximadamente 80 pM,
aproximadamente 70 pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 40 pM,
aproximadamente 30 pM, aproximadamente 20 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 5 pM, o
aproximadamente 1 pM. El péptido puede unirse a un receptor con una Kqg mayor o igual a aproximadamente 1 pM,
aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 20 pM, aproximadamente 30 pM,
aproximadamente 40 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 70 pM,
aproximadamente 80 pM, aproximadamente 90 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 5 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 20 nM, aproximadamente 30 nM,
aproximadamente 40 nM, aproximadamente 50 nM, aproximadamente 60 nM, aproximadamente 70 nM,
aproximadamente 80 nM, aproximadamente 90 nM, aproximadamente 100 nM, aproximadamente 1 uM,
aproximadamente 5 pM, aproximadamente 10 uM, aproximadamente 20 pM, aproximadamente 30 uM,
aproximadamente 40 uM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 70 uM,
aproximadamente 80 uM, aproximadamente 90 uM, o aproximadamente 100 uM. El péptido puede unirse a un
receptor con una Ky en el intervalo de aproximadamente 1 pM a aproximadamente 10 pM, aproximadamente 5 pM a
aproximadamente 15 pM, aproximadamente 10 pM a aproximadamente 20 pM, aproximadamente 20 pM
aproximadamente 30 pM, aproximadamente 30 pM a aproximadamente 40 pM, aproximadamente 40 pM
aproximadamente 50 pM, aproximadamente 50 pM a aproximadamente 60 pM, aproximadamente 60 pM
aproximadamente 70 pM, aproximadamente 70 pM a aproximadamente 80 pM, aproximadamente 80 pM
aproximadamente 90 pM, aproximadamente 90 pM a aproximadamente 100 pM, aproximadamente 100 pM
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aproximadamente 1 nM, aproximadamente 1 nM a aproximadamente 10 nM, aproximadamente 5 nM
aproximadamente 15 nM, aproximadamente 10 nM a aproximadamente 20 nM, aproximadamente 20 nM
aproximadamente 30 nM, aproximadamente 30 nM a aproximadamente 40 nM, aproximadamente 40 nM
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 50 nM a aproximadamente 60 nM, aproximadamente 60 nM
aproximadamente 70 nM, aproximadamente 70 nM a aproximadamente 80 nM, aproximadamente 80 nM
aproximadamente 90 nM, aproximadamente 90 nM a aproximadamente 100 nM, aproximadamente 100 nM
aproximadamente 1 pM, aproximadamente 1 pM a aproximadamente 10 pM, aproximadamente 5 pM
aproximadamente 15 pM, aproximadamente 10 pyM a aproximadamente 20 uM, aproximadamente 20 uM
aproximadamente 30 pM, aproximadamente 30 pM a aproximadamente 40 uM, aproximadamente 40 uM
aproximadamente 50 pM, aproximadamente 50 uM a aproximadamente 60 uM, aproximadamente 60 yM
aproximadamente 70 yM, aproximadamente 70 yM a aproximadamente 80 uM, de aproximadamente 80 uM
aproximadamente 90 yM, de aproximadamente 90 uM a aproximadamente 100 uM, de aproximadamente 100 M
aproximadamente 1 pM. Por ejemplo, el péptido puede unirse a un macréfago con una Kq menor que o igual
aproximadamente 100 pM, aproximadamente 90 pM, aproximadamente 80 uM, aproximadamente 70 uM,
aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 40 pM, aproximadamente 30 pM,
aproximadamente 20 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente 1 pM,
aproximadamente 100 nM, aproximadamente 90 nM, aproximadamente 80 nM, aproximadamente 70 nM,
aproximadamente 60 nM, aproximadamente 50 nM, aproximadamente 40 nM, aproximadamente 30 nM,
aproximadamente 20 nM, aproximadamente 10 nM, aproximadamente 5 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 100 pM, aproximadamente 90 pM, aproximadamente 80 pM, aproximadamente 70 pM,
aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 40 pM, aproximadamente 30 pM,
aproximadamente 20 pM, aproximadamente 10 pM, aproximadamente 5 pM, o aproximadamente 1 pM.

DO OLOLODLOLLOLOLOLOD

V]

El grado de unidén a un receptor ApoE puede evaluarse usando cualquier técnica conocida en el arte, tal como, por
ejemplo, ensayos de union tipicos (por ejemplo, ensayos de unidon competitiva), ELISA, ensayos funcionales (por
ejemplo, como se ilustra en los Ejemplos), y similares. En algunas realizaciones, el tamafio de los péptidos puede
conferir una farmacocinética mejorada, facilitar el cruce de la barrera hematoencefalica, permitir la administracion
intranasal, reducir los costes de producciéon, aumentar la potencia (por ejemplo, por gramo), y/o reducir la
inmunogenicidad del péptido.

Los péptidos se pueden producir usando cualquier medio para fabricar polipéptidos conocidos en la técnica, que
incluyen, por ejemplo, métodos sintéticos y recombinantes. Por ejemplo, en algunas realizaciones los péptidos
pueden sintetizarse usando técnicas de quimica sintética tales como sintesis en fase sdlida, sintesis en fase sélida
de tipo Merrifield, sintesis en fase sdlida de t-Boc, sintesis en fase sélida de Fmoc, sintesis en fase solida de BOP, y
sintesis en fase de solucion. Véase, por ejemplo, Stewart and Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed.,
(1984) Pierce Chem. Co., Rockford Ill.; The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, Gross and Meienhofer, Eds., vols.
1-2 (1980) Academic Press, New York; Bodansky, Principles of Peptide Synthesis, (1984) Springer-Verlag, Berlin. En
otras realizaciones, los péptidos pueden producirse, por ejemplo, expresando el péptido de un acido nucleico que
codifica el péptido en una célula o en un sistema libre de células de acuerdo con técnicas recombinantes familiares
para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
(2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, (2002) John Wiley & Sons, Somerset, NJ. Los péptidos pueden incorporar cualquiera de las diversas
modificaciones y grupos protectores descritos en este documento o conocidos por los expertos en la técnica, tales
como, por ejemplo, los descritos en McOmie, Protective Groups in Organic Chemistry, (1973) Plenum Press, New
York.

En algunas realizaciones, los péptidos se pueden disefar para imitar las caracteristicas fisicas, quimicas y/o
estructurales del dominio de unién al receptor a-helicoidal que se encuentra entre los residuos 130-150 del
polipéptido ApoE nativo (SEQ ID NO:14). Por ejemplo, en algunas realizaciones, los péptidos pueden disefiarse para
imitar las caracteristicas fisicas, quimicas y/o caracteristicas estructurales de la cara polar que se extiende a lo largo
de una superficie externa de la estructura tridimensional de la hélice de union al receptor ApoE nativa usando una
metodologia de disefio de péptido de "avance lineal", en el que el aminoacido en cada posicidon sucesiva en el
péptido se selecciona intentando emular una o mas propiedades (por ejemplo, tamafio relativo/impedimento estérico,
polar, no polar, cargado, sin carga, indice de hidropatia) , hidrofobicidad, hidrofilicidad), capacidad acida basica para
formar enlaces (por ejemplo, enlaces covalentes, enlaces de hidrégeno, interacciones de van der Waals), etc.) de
cada residuo sucesivo expuesto en la cara polar de la hélice de unién al receptor ApoE nativa mediante cada giro
descendente periddico de la hélice. En algunas realizaciones, el péptido se puede disefiar basandose en las
caracteristicas fisicas, quimicas y/o estructurales del dominio de unién a ApoE de uno o mas receptores de ApoE.
Por ejemplo, para un receptor ApoE que tiene un bolsillo o superficie de unién que interactia con ApoE en una
interaccion intermolecular de unidn receptor-ligando, el péptido puede disefiarse para maximizar la afinidad de union
predicha entre el péptido y el bolsillo/superficie de unidn del receptor por seleccionando residuos de aminoacidos
peptidicos que se espera que exhiban interacciones de unién a lo largo del bolsillo/superficie de unién de ApoE del
receptor.

En un aspecto, la descripcidon proporciona un método para tratar una afeccién neuroldgica en un sujeto que lo
necesita, comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un péptido de Férmula | o Férmula
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Il, o una composicién o formulacién que comprende una cantidad efectiva de un péptido de Férmula | o Férmula 11, o
una combinacién de los mismos.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona un método para reducir la inflamacién en un sujeto que asi lo necesita,
comprendiendo el método administrar al sujeto una cantidad eficaz de un péptido de Férmula | o Férmula Il, o una
composicion o formulacion que comprende una cantidad efectiva de un péptido de Férmula | o Férmula Il, o una
combinacién de los mismos.

En realizaciones relacionadas con los aspectos descritos anteriormente, los péptidos y/o composiciones pueden
usarse para tratar, mejorar o prevenir ciertos signos, sintomas y/o efectos neuroldgicos perjudiciales de la lesion
aguda y/o crénica del SNC. Tal como se usa en el presente documento, la lesién aguda del SNC incluye pero no se
limita a un accidente cerebrovascular (causado por trombosis, embolia o vasoconstriccion), lesién cerebral cerrada,
lesidon cerebral traumatica, isquemia cerebral global (por Ejemplo, Isquemia por hipotension sistémica de cualquier
causa, incluido infarto de miocardio). , arritmia cardiaca, shock hemorragico y lesiéon cerebral posterior al injerto de
derivacidon coronaria), accidente cerebrovascular isquémico, anoxia global, isquemia focal, hemorragia
subaracnoidea y hemorragia intracraneal. El dafio isquémico al sistema nervioso central puede ser el resultado de
condiciones de isquemia global o focal. La isquemia global ocurre cuando el flujo de sangre a todo el cerebro cesa
por un periodo de tiempo, como durante el paro cardiaco. La isquemia focal ocurre cuando una porcion del cerebro
se ve privada de flujo sanguineo normal, como durante la oclusién tromboembdlica de un vaso cerebral, lesidon
traumatica de la cabeza, edema y tumores cerebrales. Gran parte del dafio en el sistema nervioso central debido a
la isquemia cerebral ocurre durante las horas o incluso los dias posteriores a la afecciéon isquémica, y es secundario
a la liberacion de productos citotéxicos por el tejido dafiado. La lesion cronica del SNC incluye, pero no se limita a, la
enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson, la epilepsia y la encefalopatia asociada al VIH. El
descubrimiento de que los péptidos ApoE pueden suprimir la activacion glial proporciona un papel para los métodos,
péptidos y composiciones divulgados que tratan cualquier enfermedad neuroldgica que implique activacion
microglial. Por ejemplo, la microglia expresa marcadores de activacion en la EA, lo que sugiere que los eventos
inflamatorios cruciales en la EA incluyen microglia. Tal grupo de microglia activado cerca de placas amiloides. La
microglia también se activan en la epilepsia.

En algunas realizaciones, los péptidos y/o composiciones pueden usarse para prevenir, tratar o mejorar los signos y
sintomas neuroldgicos clinicos asociados con afecciones inflamatorias que afectan al sistema nervioso (por ejemplo,
el SNC). Ejemplos no limitantes incluyen esclerosis multiple, vasculitis, encefalomielitis diseminada aguda y
sindrome de Guillain-Barre. A este respecto, los péptidos miméticos de ApoE descritos pueden usarse solos o en
combinacién con otros farmacos antiinflamatorios o citoquinas conocidos para formular composiciones farmacéuticas
para el tratamiento de afecciones inflamatorias del SNC.

En algunas realizaciones, los péptidos y/o las composiciones pueden usarse para prevenir, tratar o mejorar las
afecciones asociadas con la excitotoxicidad de NMDA. La excitotoxicidad de NMDA se ha asociado con
neurolatrirismo, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), esquizofrenia, demencia por VIH y encefalopatia, corea de
Huntington, enfermedad de Parkinson, trastorno bipolar, esclerosis multiple en humanos y encefalomielitis alérgica
experimental (EAE) en animales, dolor, depresion, accidente cerebrovascular, epilepsia, aciduria hereditaria d-2-
hidroxiglutarrica, DA y lesion cerebral traumatica. En algunas realizaciones, los péptidos y/o composiciones pueden
bloquear la excitotoxicidad mediada por el receptor NMDA y proporcionar neuroproteccion. Los antagonistas de
NMDA también se usan en anestesia clinica y se ha demostrado que inhiben el dolor crénico, la tolerancia a los
medicamentos y la dependencia del alcohol. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los métodos, péptidos y
composiciones descritos pueden usarse como ingredientes en formulaciones de anestesia y en composiciones
terapéuticas combinadas que contienen otros compuestos conocidos Utiles para tratar las afecciones descritas.

En algunas realizaciones, los péptidos y/o composiciones pueden usarse para proteger contra la produccion de
citoquinas inducida por LPS en la sepsis. La ApoE intacta ha demostrado proteger a los ratones de la letalidad
inducida por LPS bacteriana. Otras coterapias posibles para la sepsis incluyen la administracion de citoquinas
antiinflamatorias, incluyendo IL-10, factor de crecimiento transformante-beta, factor estimulante de colonias de
granulocitos, IFN-phi, factor inhibidor de la migracidon de macroéfagos y proteina de grupo 1 de alta movilidad, y
anticuerpos monoclonales, incluyendo anticuerpos anti-endotoxina, anticuerpos anti-factor de necrosis tumoral y
anticuerpos anti-CD 14. Por lo tanto, las realizaciones proporcionan el uso de péptidos solos o en combinacién con
otras citoquinas y anticuerpos antiinflamatorios conocidos en composiciones y métodos para tratar la sepsis.

El efecto de los métodos, péptidos y composiciones divulgados se puede evaluar a nivel celular o tisular (por
ejemplo, histolégicamente o morfométricamente) o evaluando el estado neurolégico de un sujeto. La supresion o
reduccion de la activacion glial puede evaluarse mediante diversos métodos, como seria evidente para los expertos
en la técnica; uno de estos métodos es medir la producciéon o presencia de compuestos que se sabe que son
producidos por la neuroglia activada, y comparar tales mediciones con los niveles de los mismos compuestos en
situaciones de control. Alternativamente, los efectos de los presentes métodos y compuestos en la supresion,
reduccion o prevencion de la activacion microglial pueden evaluarse comparando los signos y/o sintomas de la
enfermedad del SNC en sujetos tratados y control, donde tales signos y/o sintomas estan asociados con o
secundarios a la activacion de microglia.
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Tipicamente, los términos "tratar" y "tratamiento" cuando se usan con referencia a una enfermedad o un sujeto que
necesita tratamiento incluyen, pero no se limitan a, detener o ralentizar la progresion de la enfermedad, la remision
de la enfermedad, la profilaxis o la disminucién de los sintomas y/o indicaciones clinicas, reduccién de la
enfermedad y/o severidad de los sintomas, o reduccion en la duracion de la enfermedad en comparaciéon con un
sujeto no tratado, y/o en ausencia de tratamiento. Los métodos de tratamiento no estan cubiertos por las
reivindicaciones. Los métodos de tratamiento pueden atenuar o mejorar una o mas indicaciones clinicas de la
enfermedad particular que se trata. Ciertos ejemplos de métodos para tratar una enfermedad o afeccién asociada
con una actividad ApoE comprenden la administracion de cantidades terapéuticamente efectivas de un péptido de
Formula |, o de Formula 1, o uno o mas péptidos seleccionados de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:9, o SEQ ID NO:10, asi como sus composiciones farmacéuticas. El método de
tratamiento puede relacionarse con cualquier método que evite una mayor progresion de la enfermedad y/o
sintomas, ralentiza o reduce la progresion adicional de la enfermedad y/o sintomas, o revierte la enfermedad y/o los
sintomas clinicos asociados con la actividad ApoE.

Los sujetos que se van a tratar mediante los métodos descritos en el presente documento pero no cubiertos por las
reivindicaciones abarcan sujetos mamiferos, que incluyen sujetos humanos y no humanos (animales) tales como
perros, gatos, conejos, cabras, caballos, cerdos, ganado, etc. (incluyendo sujetos masculinos y femeninos y sujetos
de todas las edades, incluyendo nifios, jévenes, adolescentes y adultos). Los sujetos pueden tratarse para cualquier
proposito, por ejemplo para reducir la inflamacién, suprimir la activacién microglial, mejorar la enfermedad crénica,
etc. El término "administrado concurrentemente” como se usa en el presente documento significa que dos
compuestos se administran suficientemente cercanos para lograr un efecto inmunolégico combinado. La
administracién concurrente se puede llevar a cabo de este modo mediante administracion secuencial o
administracion simultanea (por ejemplo, administracion simultanea en un vehiculo comun, o el mismo).

En algunos ejemplos, los péptidos y composiciones divulgados se pueden administrar mediante cualquier via de
administracion adecuada, que incluye, entre otros, inyeccion (subcutanea, intraperitoneal, intravenosa, intratecal,
intramuscular, intracerebroventricular e inyecciéon espinal), intranasal, oral, absorcion transdérmica, parenteral, por
inhalacién, nasofaringea o transmucosa. La administracion abarca proporcionar al menos un péptido como se
describe en este documento (por ejemplo, de Férmula |, Férmula II, y/o SEQ ID NO:1-12) formulado como una
composicién farmacéutica. La administracion de un agente activo (por ejemplo, compuesto, péptido, etc.)
directamente al cerebro es conocida en la técnica. La inyeccién intratecal administra los agentes directamente a los
ventriculos del cerebro y al liquido espinal. Las bombas de infusion implantables quirargicamente estan disponibles
para proporcionar una administracion sostenida de agentes directamente en el fluido espinal. La inyeccion espinal
implica la punciéon lumbar con la inyeccion de un compuesto farmacéutico en el liquido cefalorraquideo. La
administracion también incluye la administracién dirigida en la que el péptido segun la divulgacion es activo solo en
una region diana del cuerpo (por ejemplo, en tejido cerebral), asi como formulaciones de liberaciéon sostenida en las
que el péptido se libera durante un periodo de tiempo controlado manera. Las formulaciones y métodos de liberacion
sostenida para administracién dirigida son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, el uso de liposomas,
microesferas biodegradables cargadas con farmaco, conjugados de farmaco-polimero, conjugados de agente de
union especifico de farmaco y similares. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen nanoparticulas de quitosano u otras formulaciones de polimeros entéricos
relacionadas. La determinacion de formulaciones farmacéuticas particulares y cantidades terapéuticamente efectivas
y régimen de dosificacidon para un tratamiento dado esta dentro de la capacidad de un experto en la técnica teniendo
en cuenta, por ejemplo, edad, peso, sexo, etnia, érgano del paciente (por ejemplo, higado y rifién) funcion, la
extension del tratamiento deseado, el estadio y la gravedad de la enfermedad y los sintomas asociados, y la
tolerancia del paciente para el tratamiento.

Algunos ejemplos de los métodos descritos aqui proporcionan la administracion intranasal de uno o mas péptidos
descritos aqui, 0 una composicion que comprende un péptido, para un sujeto que tiene una enfermedad crénica tal
como, por ejemplo, esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, epilepsia, enfermedad de Parkinson, artritis,
enfermedad inflamatoria del intestino, leucemia o aterosclerosis. Las formulaciones y métodos apropiados para
administracion intranasal e inhalada son conocidos en la técnica.

En ejemplos relacionados con aplicaciones terapéuticas, la administracion puede realizarse en un sujeto que ya
padece el trastorno de interés. Aquellos en la fase de incubacion o la fase aguda de la enfermedad se pueden tratar
mediante los métodos descritos en el presente documento, solos o junto con otros tratamientos, segin se basen
adecuadamente en la enfermedad/afeccion particular, el paciente y la combinacion. Un experto en la técnica podra
determinar cuando un tratamiento de combinacion es o no es adecuado.

En los métodos y usos terapéuticos, no cubiertos por las reivindicaciones, los péptidos y la composicién descritos en
este documento pueden administrarse a un sujeto en una cantidad suficiente para tratar, o al menos detener
parcialmente, sintomas y/o complicaciones. Una cantidad adecuada para lograr esto a menudo se denomina "dosis
terapéuticamente efectiva". Las cantidades efectivas para este uso dependeran en parte del péptido, la composicién,
la forma de administracion, la etapa y la gravedad de la afeccion que se trata, la edad, el peso y la salud general del
paciente, y el criterio del médico que prescribe.
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Las cantidades efectivas de las composiciones y péptidos descritos en este documento pueden incluir menos de
aproximadamente 100 mg/kg, menos de aproximadamente 50 mg/kg, menos de aproximadamente 25 mg/kg, menos
de aproximadamente 10 mg/kg, menos de aproximadamente 1 mg/kg , menos de aproximadamente 0.1 mg/kg,
menos de aproximadamente 0.05 mg/kg, menos de aproximadamente 0.01 mg/kg, menos de aproximadamente
0.005 mg/ kg, y menos de aproximadamente 0.001 mg/kg de péptido. En algunos ejemplos, las cantidades efectivas
de las composiciones y péptidos descritos en la presente pueden incluir al menos aproximadamente 0.0001 mg/kg,
al menos aproximadamente 0.001 mg/kg, al menos aproximadamente 0.005 mg/kg, al menos aproximadamente 0.01
mg/kg, al menos aproximadamente 0.05 mg/kg, al menos aproximadamente 0.1 mg/kg, al menos aproximadamente
0.5 mg/kg, al menos aproximadamente 1 mg/kg, al menos aproximadamente 5 mg/kg y al menos aproximadamente
10 mg/kg de péptido. Esto incluye, por ejemplo, cantidades de péptidos que varian de aproximadamente 0.0001
mg/kg a aproximadamente 100 mg/kg, de aproximadamente 0.001 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, de
aproximadamente 0.005 mg/kg a aproximadamente 0.5 mg/kg, y de aproximadamente 0.01 mg/kg vy
aproximadamente 0.05 mg/kg. En algunos ejemplos, los métodos, péptidos y composiciones descritos en este
documento pueden emplearse en estados de enfermedad graves, es decir, situaciones que ponen en peligro la vida
0 son potencialmente mortales. En tales casos, es posible y puede ser deseable por el médico tratante administrar
excesos sustanciales de estas composiciones. Adicionalmente, un experto en la técnica también sabria como ajustar
o modificar variables tales como la dosificacion, los programas de dosificacion y las vias de administracion, segun
corresponda, para un sujeto dado.

Los péptidos y composiciones divulgados pueden administrarse de manera aguda (es decir, durante el inicio o poco
después de los eventos que conducen a la afeccién que requiere tratamiento), profilacticamente (por ejemplo, antes
de una cirugia programada o antes de la aparicion de signos o sintomas neurolégicos) o durante el curso de una
enfermedad degenerativa para reducir o mejorar la progresion de los sintomas que de otro modo ocurririan. El
momento y el intervalo de administracién varian de acuerdo con los sintomas del sujeto, y pueden administrarse a
intervalos que abarcan minutos, horas o dias, a lo largo de un periodo de horas, dias, semanas o mas, como
determinaria un experto en la técnica.

Algunas realizaciones que se refieren a composiciones farmacéuticas para el tratamiento terapéutico o profilactico
proporcionan formulaciones especificas para cualquiera de administraciéon mucosa (oral, nasal, inhalacion, rectal,
vaginal, traqueal, etc.), parenteral, tdpica o local. Para los fines de el presente documento, la administracién por via
mucosa es diferente de la administracién tépica, ya que la administracion por via mucosa se refiere a la aplicacion
de la vacuna a una superficie de la mucosa tal como una superficie del tracto respiratorio, tracto gastrointestinal,
tracto reproductor, etc. En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas son administradas
adecuadamente por via parenteral, por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intradérmica o intramuscular. La
administracion tépica (es decir, no mucosa) puede realizarse en una superficie no mucosa de un sujeto, como el ojo,
la oreja, las ufias, el cabello o la piel, en cualquier forma apropiada, tal como un liquido acuoso o no acuoso (por
ejemplo, gotita), emulsién, pasta, pomada, crema, etc. Por lo tanto, la divulgaciéon proporciona composiciones para
administracion tépica (mucosa o no mucosa) o parenteral que comprende uno o mas péptidos miméticos de ApoE
pequefios, disueltos o suspendidos en un vehiculo aceptable, tal como un vehiculo acuoso. En realizaciones, la
composicién farmacéutica se administra por via nasal. Se puede usar cualquier variedad de vehiculos acuosos, por
ejemplo, agua, agua regulada, solucion salina al 0.9%, glicina al 0.3%, acido hialurénico y similares. Estas
composiciones se pueden esterilizar mediante técnicas de esterilizacion bien conocidas, convencionales, o se
pueden esterilizar por filtracion. Las soluciones resultantes pueden envasarse para usar como tales, o liofilizarse,
combinandose la preparacion liofilizada con una solucién estéril antes de la administracion. Las composiciones
pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables segun se requiera para aproximar condiciones
fisiologicas, tales como agentes reguladores, agentes de ajuste de la tonicidad, agentes humectantes y similares,
por ejemplo, acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaurato
de sorbitan, oleato de trietanolamina, etc. Alternativamente, las composiciones farmacéuticas descritas aqui también
pueden estar en formulaciones de polvo seco. En realizaciones relacionadas con formulaciones de vacunas en polvo
seco, tipicamente la vacuna liquida se congela rapidamente y se seca al vacio (por ejemplo, liofilizada) en presencia
de al menos un agente de carga (tal como trehalosa u otros azucares) para proporcionar una formulacion de vacuna
que tiene una estabilidad a temperatura superior. Dichas formulaciones de vacuna en polvo seco pueden
administrarse al huésped como un polvo seco, eliminando asi la necesidad de reconstitucion liquida.

En aspectos descritos en este documento que se refieren a composiciones, que incluyen composiciones
farmacéuticas y formulaciones, algunas realizaciones proporcionan una composicion que comprende al menos un
péptido de acuerdo con la SEQ ID NO:1 (por ejemplo, SEQ ID NOs:2-6 y 9-10), en combinacién con un vehiculo,
diluyente o adyuvante aceptable. En realizaciones adicionales, la composicion comprende un péptido seleccionado
de cualquiera de las SEQ ID NOs:2-6 y 9-10, o cualquier combinacion de dos o mas péptidos de la misma, en
combinacioén con un portador, vehiculo, diluyente o adyuvante.

En algunas realizaciones, la descripcién proporciona una composicién que consiste esencialmente en un péptido

seleccionado de cualquiera de las SEQ ID NOs:2-6 y 9-10, o cualquier combinacion de dos o mas péptidos de la
misma, y un portador, vehiculo, diluyente o adyuvante.

10



10

15

20

25

30

35

ES 2 686274 T3

En un aspecto, la divulgacion proporciona un medicamento para tratar una afecciéon neuroldgica en un sujeto que lo
necesita, en el que el medicamento comprende una cantidad eficaz de un péptido de Férmula | y/o Férmula Il

En un aspecto, la divulgacién proporciona un medicamento para tratar la inflamacion en un sujeto que lo necesita, en
el que el medicamento comprende una cantidad eficaz de un péptido de Férmula | y/o Férmula II.

Si bien los siguientes ejemplos proporcionan una descripcion detallada adicional de ciertos aspectos y realizaciones
de la divulgacion, deben considerarse meramente ilustrativos y de ninguna manera limitantes del alcance de las
reivindicaciones.

Ejemplos
Ejemplo 1: Materiales y Métodos para la evaluacion basada en cultivo celular de la activacion glial.

Los métodos in vitro se han desarrollado usando células cultivadas para evaluar la capacidad de un compuesto, tal
como un péptido, para suprimir la activacion glial. Laskowitz y otros, (2001) Exp. Neurol., 167:74-85. Los cultivos de
células gliales se cultivaron y mantuvieron en condiciones estandar. Las células gliales cultivadas pueden incluir
cultivos de células gliales mixtas primarias murinas, células microgliales BV-2 murinas y células microgliales C3
humanas. Las células gliales adherentes se lavaron con medio OptiMEM® (disponible de Invitrogen Corp.) para
eliminar el suero y se cubrieron con medio fresco OptiMEM® que contenia el péptido.

Se aplicaron péptidos de 5 aminoacidos de longitud a una o mas muestras de células en paralelo a concentraciones
que varian de aproximadamente 0 a aproximadamente 50 pyM, tal como 0.3, 3 y 30 uM. Los péptidos AL-10-1 (SEQ
ID NO:18) y VL-17-9 (SEQ ID NO:19), que son péptidos mas largos (12 aminoacidos cada uno) se usaron como
controles negativos y positivos, respectivamente. Se rastre6 una serie de péptidos en cultivo cortical neuronal
primario de rata expuesto a NMDA usando el método descrito en Aono et al., Neuroscience (2003) 116:437 y Aono
et al., Neurobiology of Disease (2002) 11:214 (ver Tabla 2). La neuroprotecciéon a la muerte celular mediada por
NMDA en el cultivo neuronal primario se expresé como una disminucion porcentual en la LDH, 24 horas después de
la exposicion a NMDA en comparacién con los cultivos tratados con vehiculo (Tabla 2). La liberacion de LDH es
indicativa de muerte neuronal después de la exposicion a NMDA. El péptido VR-55 (SEQ ID NO:4) redujo la muerte
celular excitotoxica mediada por NMDA en aproximadamente el 19% a una concentracion de 1 uyM. Los efectos
fueron especificos, y no todos los péptidos demostraron neuroproteccion. El péptido de control positivo VL-17-9
redujo la liberacion de LDH en un 31%. En comparacion, el VL-5-2 mas corto redujo la liberacién de LDH en un 31%,
lo que indica que los péptidos mas cortos también reducen la muerte celular excitotéxica mediada por NMDA.

Tabla 2.
0.1 uM | 0.3 uM 1 uM 3 uM

VR-55 Ac-VSRRR-NH2 (SEQ ID NO: 4) -2.85% | 1.50% | 19.14% |15.91%
VR-54 Ac-VSKKR-NH2 (SEQ ID NO: 13) -15.91%

VR-53 Ac-VSKRR-NH2 (SEQ ID NO: 3) 7.03%

VR-52 Ac-VSRKR-NH2 (SEQ ID NO: 2) 12.63%

RL-5-3 Ac-RSKKL-NH2 (SEQ ID NO: 8) -20.80%

RL-5-2 Ac-RARRL-NH2 (SEQ ID NO: 7) -5.23%

RL-5-1 Ac-RHKKL-NH2 (SEQ ID NO: 6) -2.85%

RR-5-2 Ac-RSKRR-NH2 (SEQ ID NO: 12) 0.08%

RR-5-1 Ac-RHKRR-NH2 (SEQ ID NO:9) 7.50%

VL-5-3 Ac-VARRL-NH2 (SEQ ID NO:10) -19.04% | -16.70% | 11.50%

VL-5-2 Ac-VARKL-NH2 (SEQ ID NO: 5) 34.26%

VL-5-1 Ac-VARKL-NH2 (SEQ ID NO: 5) 18.57% | 0.29% | 24.48%

AL-10-1 | Ac-ASHLRKLRKRLL-NH2 (SEQ ID NO: 18) -6.21%

VL-17-9 | Ac-LRVRLASLLRKL-NH2 (SEQ ID NO: 19) | 16.19% 30.95%
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La respuesta a la dosis de la neuroproteccion ante la excitotoxicidad de NMDA en el cultivo neuronal primario se
determino para el péptido mimético de ApoE VR-55 (SEQ ID NO:4). La FIGURA 6 muestra que el porcentaje de
supresion de la liberacion de LDH como una funcion de la exposicion a VR-55 (SEQ ID NO:4) depende de la dosis.

La Tabla 3 muestra los datos acumulados de todos los péptidos en la familia relacionada que fueron cribados en el
mismo bioensayo para su capacidad de supresién, todos a una concentracion de 1 uM. "0" indica menos del 5% de
supresion; "+" indica 5-10% de supresion; "++" indica una supresion del 11-20%; y "+++" indica una supresion
superior al 20%. Ademas de VL-17-9, muchos otros candidatos tenian una supresion superior al 20%, incluidos VR-
55, VL-5-1, VL-5-2 y VR-52.
Tabla 3: Lista de péptidos miméticos de ApoE
Péptido 1 uM
VR-52 (SEQ ID NO: 2) +++

VR-53 (SEQ ID NO: 3)

+

VR-54 (SEQ ID NO: 13) | ++
VR-55 (SEQ ID NO: 4) | +++
RL-5-1 (SEQ ID NO: 6) | ++
RL-5-2 (SEQIDNO:7) |0
RL-5-3 (SEQIDNO:8) |0
RR-5-1 (SEQ ID NO: 9)

+

RR-5-2 (SEQ ID NO: 12) |0
VL-5-1 (SEQID NO: 5) | +++
VL-5-2 (SEQID NO: 5) | +++
VL-5-3 (SEQ ID NO: 10) | ++
AL-10-1 (SEQ ID NO: 18) |0
VL-17-9 (SEQ ID NO: 19) | +++

Los péptidos o proteinas mas grandes pueden necesitar ser probados en concentraciones mas altas para observar
la supresion medible de la activacion glial. Si se usan células murinas primarias y células BV-2, las células se
estimulan con 100 ng/ml de E. coli LPS (disponible en Sigma-Aldrich Co.), y el sobrenadante se recoge seis horas
después de la estimulacién con LPS y se analiza para determinar nitrito (utilizando un sistema colorimétrico de
reactivos Greiss, disponible de Promega Corp.) y/o TNF-a (usando un kit de ELISA en fase sdélida, disponible en
Invitrogen Corp.). Si se usan células C3 humanas, las células se estimulan con 200 ug/ml de acido polinosinico
5'(disponible en Sigma-Aldrich Co.), y el sobrenadante se recoge 5 dias después de la estimulacion y se analiza
para TNF-a usando un kit ELISA en fase sélida (disponible de Invitrogen Corp.).

Ejemplo 2: Supresioén de la activacion microglial por péptido mimético de ApoE.

Se prepararon cultivos de BV-2 murinos y se usaron para evaluar la supresion de la activacion microglial como se
describe en el Ejemplo 1. Se incubaron muestras replicadas de células BV-2 sin péptido, con un péptido mimético de
ApoE (VSKRR; SEQ ID NO:3) en 0.3 uM, 3 uM o 30 uM, o con un péptido de control negativo (VSKKR, SEQ ID NO:
13) a 0.3 yM, 3 uM o 30 pM. Cada muestra se estimuld con LPS y se evalu6 la produccion de TNF-a como se
describe en el Ejemplo 1. Como se representa en la FIGURA 1, el tratamiento con péptido mimético de ApoE (SEQ
ID NO:3) en cada dosificacion probada dio como resultado una produccién de TNF-a disminuida con respecto a
células no tratadas o células tratadas con péptido de control negativo (SEQ ID NO:13). Los datos indican que los
péptidos descritos en este documento fueron Utiles para reducir la liberacién de mediadores proinflamatorios.

Se determind la actividad protectora contra la lesion inflamatoria del SNC por dafo cerebral para los péptidos
miméticos de ApoE, VR-55 (SEQ ID NO:4), VL-5-1 (SEQ ID NO:5) y VL-5-3 (SEQ ID NO:10). Las FIGURAS 11A y
11B muestran que VR-55, VL-5-1 y VL-5-3 suprimen la liberacion de citoquinas inflamatorias TNF-a en cultivos
primarios mixtos gliales después de la exposicion a LPS.
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Ejemplo 3: Materiales y Métodos para probar los déficits neurolégicos in vivo.

Se desarrollé un modelo murino experimental para lesién cerebral traumatica. Laskowitz, et al. (2010) J.
Neurotrauma, 27: 1983-95. Se anestesiaron ratones machos (de 12 a 14 semanas) con isoflurano al 4.3% en
oxigeno en una caja de induccién de anestesia durante 90 segundos. La trdquea se intubd y los pulmones se
ventilaron mecanicamente con isoflurano al 1.4% en una mezcla 50/50 de oxigeno y nitrégeno. La temperatura
corporal se mantuvo a 37°C usando calentamiento/enfriamiento superficial. La parte superior del crdneo fue
expuesta por una incision en la linea media para identificar puntos de referencia anatémicos, y un disco metalico
coéncavo de 3 mm se asegurd a la superficie del craneo con un adhesivo, directamente en la linea media y justo
caudal al bregma. El disco difundio la energia del impacto y redujo la incidencia de la fractura del craneo deprimida a
menos del 10%. Después de la anestesia general, los ratones se colocaron en un dispositivo estereotactico y se
expuso el craneo. Se utilizd un impactador neumatico (diametro: 2.0 mm, disponible en Air-Power, Inc.) que se
descargd a 6.8 + 0.2 m/s con un desplazamiento de la cabeza de 3 mm para proporcionar un solo impacto en la
linea media de la superficie del disco.

También se proporcioné un modelo murino experimental para la hemorragia intracerebral. James, et al. (2009)
Stroke, 40:632-39. Se anestesiaron ratones machos (de 16 a 20 semanas) con isoflurano al 4.6% en oxigeno en una
caja de induccidon de anestesia durante 90 segundos. La traquea se intubd y los pulmones se ventilaron
mecanicamente con 1.6% de isoflurano en una mezcla 70/30 de nitrégeno/oxigeno. La temperatura corporal se
mantuvo a 37°C usando un sistema de calentamiento debajo de la carroceria. La cabeza del animal se asegurd en
un marco estereotaxico, se inyecté anestesia local y se incidié el cuero cabelludo. Después de la exposicion del
craneo, se creo un orificio de rebaba de 2 mm a la izquierda del bregma, y se avanzé una aguja de jeringa de 0.5 pL
(disponible de Hamilton Co.) a una profundidad de 3 mm de la corteza. Se inyect6 colagenasa clostridial tipo IV-S
(disponible en Sigma-Aldrich Co.) durante un periodo de 5 minutos (0.1 U en 0.4 pL de solucién salina normal). La
incision se cerrd y se permitio que los animales recuperaran la ventilacion espontanea con extubacion posterior.

Se desarroll6é un procedimiento experimental para medir los déficits neuroldgicos. Se utilizé un Rotorod automatizado
(disponible en Ugo Basile North America, Inc.) para evaluar la funcion vestibulomotora. El dia anterior a la induccion
experimental de una afeccién o lesidon neuroldgica (tal como, por ejemplo, lesion cerebral traumatica o hemorragia
intracerebral como se describié anteriormente), los ratones fueron sometidos a dos ensayos de acondicionamiento
consecutivos a una velocidad de rotacion establecida (16 revoluciones por minuto) durante 60 segundos seguidos
por tres ensayos adicionales con una velocidad de rotacidon acelerada. El tiempo promedio para caer desde el
cilindro giratorio en los ultimos tres ensayos se registr6 como latencia inicial. Después de la lesion, los ratones fueron
sometidos a pruebas diarias consecutivas con tres ensayos de aceleracion de la velocidad de rotacion (intervalo
intertribal de 15 minutos). Se registré la latencia promedio para caer desde la barra, y los ratones que no pudieron
agarrar la barra se marcaron con una latencia de 0 segundos.

Otro procedimiento experimental para medir los déficits neuroldgicos se desarrollé utilizando un laberinto de agua de
Morris. El procedimiento usé un grupo de aluminio negro que contenia una plataforma movil (7.5 cm de diametro) y
se rellen6 con agua a 25-27°C opacificada con leche en polvo. Cada sesion de entrenamiento o prueba consistié en
cuatro pruebas por dia con un intervalo de 20-30 minutos entre los ensayos. Un dia antes de las pruebas, los
ratones fueron entrenados usando una plataforma visible (plataforma marcada y ubicada en un cuadrante diferente
en cada prueba para minimizar la habituacién al cuadrante, sin sefiales visuales extralaberinto) para habituar a los
ratones a la manipulacién y la natacién y ensenarles a los ratones el objetivo de la prueba, escapando del agua
subiendo a la plataforma. Después del dia de entrenamiento, los ratones se probaron con una plataforma oculta
sumergida 1 cm debajo de la superficie del agua (cuatro dias consecutivos, plataforma sumergida en el cuadrante
oeste para todos los ensayos con varias sefiales visuales extralaberinto). Para cada prueba, los ratones se
colocaron en la piscina frente al perimetro y se les permitié buscar la plataforma durante un maximo de 90 segundos.
Los ratones se iniciaron en uno de cuatro cuadrantes diferentes para cada prueba, con el orden de cuadrante inicial
definido al azar cada dia. La latencia para encontrar la plataforma y la velocidad de nado se registraron utilizando un
sistema de seguimiento por video controlado por ordenador (Ethovision 2.2.14, disponible en Noldus Information
Technology, Leesburg VA).

Ejemplo 4: Efecto del péptido mimético de ApoE sobre los resultados neuroldgicos después de una lesiéon cerebral
traumatica.

Grupos de ratones recibieron un péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:3; 0.05 mg/kg o 0.2 mg/kg) o vehiculo
(solucion salina) mediante inyeccion venosa intravenosa a las 2 horas y nuevamente a las 6 horas después de una
lesion cerebral traumatica inducida como descrito en el Ejemplo 3. Se ensayd la funcién vestibulomotor de cada
ratén mediante latencia de Rotorod medida antes y después de la lesion, como se describe en el Ejemplo 3. Los
animales tratados con 0.05 mg/kg o 0.2 mg/kg de péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:3) mostraron mejora
significativa en el rendimiento vestibulomotor en comparacion con el tratamiento con vehiculo, como se refleja en el
aumento de latencia de Rotorod. Véase la FIGURA 2. El efecto fue duradero durante el periodo de prueba de cinco
dias. Los datos indican que los péptidos descritos en este documento son utiles en el tratamiento de la lesién
cerebral traumatica.
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Ejemplo 5: Efecto del péptido mimético de ApoE sobre los resultados neurologicos después de una lesidon cerebral
traumatica.

Los grupos de ratones recibieron un péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4; 0.05 mg/kg) o vehiculo (solucién
salina) mediante inyeccién intravenosa en la vena de la cola a las 2 horas y nuevamente a las 6 horas después de
lesion cerebral traumatica inducida como se describe en el Ejemplo 3. Cada ratén se ensayd para la funcion
vestibulomotora por latencia de Rotorod medida antes y después de la lesion, como se describe en el Ejemplo 3. Los
animales tratados con 0.05 mg/kg de péptido mimético ApoE (SEQ ID NO:4) tuvieron un rendimiento vestibulomotor
mejorado reflejado por la latencia de Rotorod aumentada. Véase la FIGURA 3. El efecto fue duradero durante el
periodo de prueba de cinco dias. Otros grupos de ratones recibieron un péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4;
0.05 mg/kg o 0.2 mg/kg) o vehiculo (soluciéon salina) mediante inyeccién venosa intravenosa a las 2 horas y
nuevamente a las 6 horas después de inducida la lesion cerebral traumatica, tal como se describe en el Ejemplo 3.
Cada ratén se ensayé para determinar el rendimiento neurocognitivo en los dias 28, 29, 30 y 31 después de la lesion
usando un laberinto de agua de Morris como se describe en el Ejemplo 3. Animales tratados con péptido mimético
de ApoE (SEQ ID NO:4) a 0.05 mg/kg o 0.2 mg/kg mostraron mejores resultados neurocognitivos como se refleja en
la latencia del laberinto de agua. Véase la FIGURA 4. Los datos indican que los péptidos descritos en este
documento son Uutiles en el tratamiento de la lesion cerebral traumatica.

Ejemplo 6: Efecto del péptido mimético de ApoE sobre los resultados neurolégicos después de la hemorragia
intracerebral.

Grupos de ratones recibieron un péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4; 0.05 mg/kg) o vehiculo (solucion salina)
mediante inyeccién intravenosa en la vena de la cola a las 2 horas y nuevamente a las 6 horas después de la
hemorragia intracerebral inducida como se describe en el Ejemplo 3. Se ensayo la funcion vestibulomotora de cada
raton mediante latencia de Rotorod medida antes y después de la hemorragia intracerebral inducida como se
describe en el Ejemplo 3. Los animales tratados con 0.05 mg/kg de péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4)
tuvieron un rendimiento vestibulomotor mejorado reflejado por la latencia de Rotorod aumentada. Véase la FIGURA
5. El efecto fue duradero durante el periodo de prueba de cinco dias. Los datos indican que los péptidos descritos en
este documento son utiles en el tratamiento de la hemorragia intracerebral.

Ejemplo 7: Efecto del péptido mimético de ApoE sobre los resultados neurolégicos después de los datos de lesion
por explosién

Se realiz6 un estudio de raton con lesion por explosion utilizando un modelo de explosion de tubo de choque. Se
construyd un conjunto de tres tubos de choque (FIGURA 7A) para proporcionar un rango de condiciones de
explosion con sobrepresion pico realista, duracion escalada e impulso. Para la prueba de péptidos, se usé el tubo de
choque de 1240 mm de longitud y 78 mm de diametro. La seccion del impulsor era constante para todas las
pruebas, y consistia en una brida separadora de 25 mm de espesor atornillada junto con una brida ciega
correspondiente y una brida deslizante unida a la tuberia impulsada. Este perfil de seccion del impulsor se puede
variar para cambiar las caracteristicas de sobrepresion del tubo. Se instalaron juntas de cara completa (material de
grafito/Buna-N) entre cada brida para evitar fugas. El diafragma estaba compuesto por varias laminas de pelicula de
tereftalato de polietileno (PET) instaladas entre la brida separadora del impulsor y la brida unida a la seccion
impulsada. La seccion del impulsor se llené con helio de alta presidn a través de un accesorio en la parte posterior
de la brida ciega hasta que el diafragma se rompid, enviando la onda de choque hacia la seccién de la tuberia
impulsada.

El tubo de choque se montd verticalmente en un marco de aluminio extrudido utilizando tres pernos en U que
amortiguan la vibracion. Tres transductores de presidn piezorresistivos montados al ras (PT) (Endevco 85308,
Endevco Corp., San Juan Capistrano, CA) se espaciaron 120° alrededor del diametro, desplazados 6 mm desde el
extremo abierto del tubo de choque. Como el grosor de la pared del tubo era inferior a la longitud del PT, un collar de
6 mm de grosor (19 mm de largo) se ajustaba al extremo del tubo y se soldaba en su lugar para proporcionar un
soporte de montaje adicional para los PT. Se instalé un PT adicional en la secciéon del controlador para medir la
presion de estallido cuando el diafragma se rompid. Se utilizé un accesorio de aluminio para proporcionar proteccion
toracica para los ratones (FIGURA 7B). En pruebas previas, la sobrepresion pico y el impulso disminuyeron mas de
un factor de 10. La sobrepresion pico incidente, la duracién de fase positiva y el impulso incidente pico se registraron
en los tres PTs de tubo final para cada prueba (datos no mostrados). El nivel de presion de estallido del impulsor se
control6 utilizando un rango de espesores de diafragma (0.58 a 0.84 mm) y la presién del tanque de combustible del
impulsor se regulé a 7.0 MPa. Las condiciones atmosféricas (temperatura, presion barométrica, humedad) se
registraron antes de cada prueba. Todos los sensores se muestrearon a 1 MHz con un filtro antisolapamiento de 500
kHz. Los datos se procesaron posteriormente utilizando un filtro Butterworth de paso bajo de octavo orden con una
frecuencia de corte de 40 kHz.

Se expusieron ratones de tipo salvaje (Jackson Labs) a explosidon en dos grupos de 15, uno con inyeccion de
péptido (SEQ ID NO:4) y uno con controles solo para vehiculo. Los déficits neurolégicos se midieron en ratones
lesionados usando el laberinto de agua de Morris como se describié anteriormente. La eficacia del péptido mimético
de ApoE sobre el rendimiento neurocognitivo se examind en ratones con lesion por explosion segun se determind
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usando el laberinto de agua de Morris (FIGURA 8). La FIGURA 8 muestra que el péptido mimético de ApoE reduce
el déficit neurocognitivo después de la lesion por explosion. La administracion del péptido dio como resultado una
tendencia hacia un mejor rendimiento cognitivo demostrado por el aumento del tiempo en el cuadrante con la
plataforma oculta previamente aprendida (es decir, una prueba de sonda para evaluar las capacidades de retencion
como se describe en Laskowitz et al., J. Neurotrauma, 24:1093-1107 (2007)) (datos no mostrados). Los animales
tratados con vehiculo pasaron 17.8 + 1.9 segundos en el cuadrante correcto en comparacion con los animales
tratados con el péptido mimético de ApoE (SEQ ID NO:4) que pasaron 21.8 £ 2.7 segundos en el cuadrante correcto,
p=0.24. La tendencia fue hacia un aprendizaje mejorado en el laberinto acuatico de Morris (p=0.07). La tendencia
fue hacia un mejor rendimiento en la prueba de la sonda (p=0.25).

Los datos de apnea del ratdn se adaptan a otras especies y pueden ser un buen modelo de sistema. El modelo de
lesion por explosion fue Unico del modelo de lesién roma en la recuperacion de la funcion motora y en los déficits
cognitivos persistentes y tempranos. Con los resultados del Rotorod, los ratones sometidos a explosiéon parecieron
recuperar la funcién motora rapidamente. No hubo un déficit significativo entre el simulacro y la lesién después de la
explosion. Con los resultados del laberinto de agua de Morris, los ratones sometidos a explosién mostraron
importantes déficits cognitivos en los ensayos de laberinto de agua.

Ejemplo 8: Farmacocinética en sangre y SNC para administracion intravenosa.

La cantidad del péptido mimético de ApoE VSRRR (SEQ ID NO:4) en plasma sanguineo y SNC se determiné de la
siguiente manera:

Cuantificaciéon de VSRRR en Plasma de Ratén usando LC/Monitorizacién de lones Seleccionados (SIM)/MS

Se midieron alicuotas de 48 puL de plasma de ratén en los pocillos de una placa de 96 pocillos de 2 mL. Se
afadieron 6 pL de una forma etiquetada con is6topo estable (SIL) del péptido VSRRR ("VSRRR [10]", SEQ ID NO:4)
(5 picomoles/uL en bicarbonato de amonio 50 mM, pH 8, regulador). Se afiadieron 6 uL de una forma sintética del
péptido VSRRR ("VSRRR", SEQ ID NO:4) en bicarbonato de amonio 50 mM para patrones y controles de calidad
(QCs) y se afadio un volumen equivalente de bicarbonato de amonio 50 mM a todos los pocillos que contenian
muestras de PK de ratén. Se afadieron 1140 uL de formiato de amonio 50 mM, pH 10, para un volumen final de
1200 pL. Las sales y proteinas se eliminaron usando el protocolo OASIS® HLB Solid Phase Extraction (SPE) de la
siguiente manera:

1. 500 pL de metanol (MeOH) a través de cada pozo x 1.

2. 500 pL de acetonitrilo al 25% (ACN)/acido trifluoroacético al 1% (TFA) x 1 (como preelucion).
3. 500 uL de MeOH x 1

4. 500 pL de formiato de amonio 50 mM x 2

5. 1 mL de cada mezcla de muestra se pipeted directamente en una placa OASIS® HLB (sorbente de fase inversa
hidrofilico-lipéfilo-balanceada, Waters Corp.) en un pozo correspondiente y se aspird lentamente a través de

6. 500 uL de formiato de amonio 50 mM x 1

7. 500 pL 10% de ACN/formiato de amonio 50 mM x 2

8. 500 pL 25% de ACN/formiato de amonio 50 mM x 1

9. Se retiraron las placas de recoleccion de lavados/flujos pasantes, y se colocaron en la placa de recoleccion

10. Se eluyo con 100 pL 25% ACN/1% TFA x 3, eluyendo al vacio lentamente. El eluato final debe ser de
aproximadamente 300 pL.

El eluato de SPE se seco usando una centrifuga de vacio. La muestra se reconstituydé en 50 pl de regulador que
contiene 1% de acetonitrilo (ACN), 0.1% de acido trifluoroacético (TFA) y 0.02% de acido heptafluorobutirico (HFBA).
Se analizaron dos microlitros de muestra reconstituida mediante LC capilar a nanoescala acoplada a un
espectrometro de masas en tandem de masas de alta resolucidon y precision. Especificamente, la fuente de
ionizacion por electroaspersion con NanoLockSpray™ (Waters Corp.) y el sistema nanoAcquity UPLC® (Waters
Corp.) se usaron con una columna LC a nanoescala (1.7 ym BEH130 C18 150 um ID x 100 mm de longitud, Waters
Corp.), 10-min gradiente de 3% a 19% de ACN con 0.1% de acido férmico (fase moévil A = 0.1% de acido
férmico/0.001% HFBA) con un tiempo total de LC de 16.5 minutos, rata de flujo = 1.8 yL/min y 35°C de temperatura
de la columna. Se us6 un espectrometro de masas de alta resolucion SYNAPT ™ G1 HDMS™ (Waters Corp.). Se
obtuvieron datos de MS de escaneo completo en la regién de masa de 50-4000 Da utilizando una funcién de
escaneo de Ciclo de trabajo mejorado a 360 Da.
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Las cantidades VSRRR y VSRRR [10] se cuantificaron midiendo el area bajo la curva (AUC) de los cromatogramas
de iones seleccionados de los iones doblemente cargados a alta resolucion (m/z 357.7 y 362.7). La cantidad de
cuantificacion de VSRRR final se determiné usando la relacion de los AUC (VSRRR/VSRRR [10]). Las proporciones
de 5 animales se promediaron por punto de tiempo y se usaron estdndares de calibraciéon para generar una curva
estandar. Se analizaron alicuotas duplicadas de muestras de CC por LC/MS por triplicado para determinar la
reproducibilidad analitica.

La FIGURA 9 muestra la cantidad de péptido en la muestra de plasma a lo largo del tiempo después de una sola
dosificacion de 0.8 mg/kg del péptido. El nivel mas bajo de cuantificacion (LLOQ) esta indicado. La Tabla 4 muestra
los resultados de la administracion intravenosa (1V).

Tabla 4.
v

Punto de tiempo | Relacion Ligero/pesado a través de | Desviacion estandar a través de |% CV en 5 |fmol/uL

(min) 5 animales 5 animales animales
1 0.079 0.030 37.8 322
3 0.134 0.045 33.4 51.8
5 0.077 0.054 69.4 317
10 0.058 0.024 411 24.9
15 0.044 0.012 26.9 19.6
30 0.016 0.004 25.7 9.9
60 0.012 0.008 64.7 8.5

PK en cerebro de ratén con Péptido Terapéutico, VSRRR - Procedimiento de Preparacién de Muestras

Se pesaron cerebros de los ratones en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Todo el cerebro se transfiri6 a un tubo de
cultivo de 14 mL. Se afadié6 1 mL de urea 8 M en formiato de amonio 50 mM (pH 10) con péptido SIL de 2.5
pmol/mL por 100 mg de peso de tejido humedo. Para controles estandar y QCs, se afiadieron 10 yL de estandar de
péptido por cada 100 mg de tejido cerebral (1%) con 990 pL del regulador antes mencionado para llevar a un
volumen total de 1 mL por cada 100 mg de tejido. Se usé un desgarrador de tejido en cada muestra durante
aproximadamente 20 segundos. Se transfirid 1.5 mL de la muestra a un tubo Eppendorf de 2 mL. Cada muestra se
sometio a sonicacion con sonda durante 3 rafagas de 5 segundos por rafaga. La muestra se calenté a 37°C durante
30 min. La muestra se centrifugd durante 30 min a 15,000 rpm. Se observé muy poco precipitado en el fondo de
cada tubo y se evitd al pipetear 1 mL de la muestra (de un volumen total de 1.5 mL) y colocar directamente en una
placa OASIS®. Las sales y proteinas se eliminaron utilizando el protocolo OASIS® HLB de extraccion en fase sélida
(SPE) descrito anteriormente para la muestra de plasma. Después de la extraccién, las muestras se secaron en una
Speed Vac y se reconstituyeron en 25 pL de 1% de ACN/0.1% de TFA/0.02% de HFBA. Se inyectaron 3 uL de la
muestra en un SYNAPT ™ G2 HDMS ™ (Waters Corp.) utilizando el método Full Scan MS, con un tiempo de
ejecucion de 16.5 min en total. Los péptidos de interés se controlaron entre 3-8 min.

La Tabla 5 y la FIGURA 10 muestran la cantidad promedio de péptido en la muestra del SNC de 5 animales a lo
largo del tiempo después de una dosificacion Unica de 0.8 mg/kg del péptido. La FIGURA 10 muestra el nivel mas
bajo de cuantificacion a 1.4 pg/mg.

Tabla 5.

PK de Cerebro con Dosis Unica

Punto de tiempo (min) | fmol de analito/mg de tejido | pg/mg de tejido | Desviacién estandar (pg/mg)

1 10.91 7.79 1.57
3 12.30 8.79 0.67
5 11.26 8.04 1.51
10 11.83 8.44 1.07

16



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 686274 T3

PK de Cerebro con Dosis Unica

Punto de tiempo (min) | fmol de analito/mg de tejido | pg/mg de tejido | Desviacién estandar (pg/mg)

15 10.56 7.54 1.49
30 8.87 6.33 0.88
60 7.64 5.46 0.97

La Tabla 6 muestra la concentracion de analito en cerebros de 2x3-min y cerebros de 2x10-min. Las
concentraciones de analito se calcularon a partir de una cuantificacién estandar interna de un solo punto. Los datos
preliminares sugieren la penetracion en el SNC. Las concentraciones de analito se calcularon a partir de una
ecuacion de curva de calibracion de curva estandar de 7-puntos generada con muestras entre 1.4 pg de analito/mg
de tejido y 89.2 pg/mg (2x diluciones en serie). La reproducibilidad entre animales para el analisis cerebral es alta
(mas de 21% CV). La molécula de farmaco en la Cmax del cerebro de dosis Unica es de aproximadamente 9 pg de
analito/mg de tejido.

Tabla 6.

Piloto de cerebro

Identificacion de Identificacion de Punto de tiempo Relacion a fmol/mg pg/mg
muestra Raton (min) Pesado (tejido) (tejido)
ID07386 11F63 3 0.245 15 11
ID07387 11F64 3 0.371 23 17
ID07388 11F67 10 0.157 10 7
ID07389 11F68 10 0.435 27 19

Ejemplo 9 - Efecto del péptido mimético de ApoE en estudios de ictus murino
Modelo de isquemia-reperfusion focal

Se us6 un modelo modificado de oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) (Huang et al., (1994) Science,
265:1883-1885; Laskowitz et al., (1997) J. Cereb. Blood Flow Metab., 17:753-758) para determinar el efecto de los
péptidos miméticos sobre la funcién neurolégica después de accidente cerebrovascular y para evaluar la eficacia del
péptido como agente terapéutico para el accidente cerebrovascular. Los ratones fueron intubados
endotraquealmente después de la induccion de la anestesia con 4.6% de isoflurano, y los pulmones se ventilaron
mecanicamente con 1.6% de isoflurano en 30% de O2/70% de N. A través de una incisiéon cutéanea cervical en la
linea media, se identifico la arteria cardtida comun derecha. La arteria cardtida externa se ligdo y se secciond
transversalmente. La arteria carétida interna se secciond distalmente hasta que se visualizé el origen de la arteria
pterigopalatina. Se inserté un monofilamento de nylon 6-0 con punta roma ligeramente recubierta de silicona en el
mufion de la arteria carétida externa proximal y se avanzé 11 mm en la arteria carétida interna para ocluir la arteria
cerebral media. Después de 90 minutos, se retird el filamento para restaurar la perfusiéon sanguinea, y la incisién de
la piel se cerrd con sutura. El isoflurano se suspendio y los ratones se extubaron después de la recuperacion de la
respiracion espontanea. Los ratones postlesion se colocaron en un entorno enriquecido con oxigeno (FIO2 = 50%)
durante 1 hora y luego se devolvieron a sus jaulas. La temperatura rectal fue monitoreada continuamente y
servorregulada con calentamiento/enfriamiento de la superficie a 37°C durante todo el procedimiento.

Prueba de déficits motores

Dos grupos de ratones C57B1/6J machos de 10-12 semanas de edad, un grupo control (n=12) y un grupo tratado
con VR-55 (n=9), recibieron MCAO. Los ratones del grupo control recibieron 100 yL de vehiculo salino normal estéril
mediante inyeccion intravenosa en la vena de la cola a los 30 min y 6 horas después de la lesion por reperfusion,
mientras que los ratones del grupo tratado con VR-55 recibieron 100 pyL de vehiculo salino normal estéril y VR-55
(SEQ ID NO:4; 0.05 mg/kg) mediante inyeccion intravenosa en la vena de la cola a los 30 min y 6 horas después de
la lesion por reperfusion.

Se usd un Rotorod automatico (Ugo Basile, Comerio, ltalia) para evaluar la funcion vestibulomotora, como se
describié anteriormente. El dia antes de MCAO, los ratones se sometieron a 2 pruebas de acondicionamiento
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consecutivas a una velocidad de rotacion establecida (16 rpm) durante 60 segundos, seguidas de 3 pruebas
adicionales con una velocidad de rotacién acelerada. El tiempo promedio para caer desde el cilindro giratorio en los
3 ultimos ensayos se registré como latencia de Rotorod funcional inicial. A partir del primer dia después de MCAO,
los ratones se sometieron a pruebas diarias consecutivas con 3 ensayos de velocidad de rotacién acelerada
(intervalo interensayo de 15 minutos) durante 3 dias. Se registro la latencia promedio para caer desde la barra. A los
ratones que no podian agarrar la barra giratoria se les asigné una latencia de 0 segundos.

Como se muestra en las FIGURAS 12A y 12B, los ratones control y tratados con VR-55 tenian latencias de Rotorod
funcionales basales similares. Los ratones de control tenian una latencia funcional de Rotorod basal de 217 +/- 20
segundos ("Salina"), mientras que los ratones tratados con VR-55 tenian una latencia Rotorod funcional inicial de
214 +/- 22 segundos ("VR-55"). En el Dia 1 después de la lesion, el control y los ratones tratados con VR-55 también
tenian una latencia de Rotorod funcional similar. Sin embargo, en el Dia 3 posterior a la lesién, los ratones tratados
con VR-55 mostraron una mejora en la latencia de Rotorod funcional en comparacién con los ratones de control. Los
ratones tratados con VR-55 tenian una latencia de Rotorod funcional de 216 +/- 26 segundos, mientras que los
ratones de control tenian una latencia de Rotorod funcional de 161 +/- 32 segundos. Estos resultados son
consistentes con una reduccion en la lesion neuronal retrasada secundaria a la respuesta inflamatoria.

Se espera que los ratones tratados muestren puntos finales histolégicos mejorados. Los otros péptidos miméticos

descritos en el presente documento se administraran en diversas dosificaciones y también se espera que muestren
puntos finales funcionales e histoldégicos mejorados en un modelo MCAO de accidente cerebrovascular de ratén.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 686274 T3

REIVINDICACIONES
1. Un péptido aislado de Férmula I:
X1-X2-X3-X4-X5 (SEQ ID NO: 1)

o una sal del mismo, en donde el péptido aislado tiene una longitud de 5 aminoacidos y se elige entre los péptidos
de la SEQ ID NO. 2-6 y 9-10.

2. El péptido aislado de la reivindicacién 1, en el que el péptido se modifica mediante acetilacion N-terminal y/o
amidacion C-terminal.

3. El péptido de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que la Férmula | es VSRRR (SEQ ID NO:4) o VSKRR (SEQ ID NO:3).

4. El péptido de la reivindicacién 3, en el que la Formula | es modificada por VSRRR mediante acetilacion N-terminal
y amidacion C-terminal.

5. El péptido de la reivindicacion 3, en el que la Férmula | es modificada por VSKRR mediante acetilacion N-terminal
y amidacién C-terminal.

6. El péptido de la reivindicacion 1, en el que el péptido no tiene identidad de secuencia polipeptidica primaria con
ninguna region de 5 aminoacidos consecutivos de la proteina ApoE humana (SEQ ID NO:14).

7. El péptido de la reivindicacion 6, en el que el péptido no tiene identidad de secuencia polipeptidica primaria con
ninguno de los 5 aminoacidos consecutivos del residuo 130 al residuo 150 de la proteina ApoE humana (SEC ID
NO:14).

8. Una composicion que comprende el péptido de la reivindicacion 1 y un portador, diluyente, vehiculo o adyuvante
farmacéuticamente aceptable.

9. Un péptido para uso en un método para reducir la inflamacién en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el
método administrar al sujeto una cantidad efectiva del péptido, elegido entre los péptidos de la SEQ ID NO. 2-6 y 9-
10.

10. Un péptido para uso en un método para tratar una afeccién neuroldégica en un sujeto que lo necesita,
comprendiendo el método administrar al sujeto una composiciéon que comprende una cantidad efectiva del péptido,
elegido entre los péptidos de la SEQ ID NO. 2-6, y 9-10, en donde la condiciéon neuroldgica se selecciona de al
menos uno de hemorragia intracraneal, hemorragia subaracnoidea, lesion traumatica del SNC, accidente
cerebrovascular, encefalomielitis alérgica experimental, esclerosis multiple, neuroinflamacién, enfermedad
neuroldgica cronica, ELA, demencia, neuropatia, epilepsia, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer.

11. El péptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el método comprende administrar el péptido
mediante una inyeccion intravenosa.

12. El péptido para uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el método comprende administrar el péptido por
via oral.

13. El péptido para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en el que el péptido se modifica
mediante acetilacion N-terminal y/o amidacion C-terminal.

14. El péptido para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en el que el péptido es VSRRR
(SEQ ID NO:4) modificado por acetilacion N-terminal y amidacién C-terminal.

15. El péptido para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en el que el péptido es VSKRR
(SEQ ID NO:3) modificado por acetilacion N-terminal y amidacion C-terminal.
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