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DESCRIPCION
Composiciones para la administracion de farmacos

La invencion se refiere a composiciones y métodos adecuados para administrar moléculas a un mamifero. La
invencion se refiere, en particular, a derivados de péptidos (péptidos y pseudopéptidos), sus dimeros o multimeros, y
a su uso como vectores para moléculas de interés. La invencion también se refiere a conjugdos que contienen un
derivado de péptido de la invencion, o uno de sus dimeros o multimeros, unidos a una molécula de interés. Los
péptidos de la invencion pueden usarse, en particular, para vectorizar a través de receptores especificos (transporte
mediado por receptores, "receptor-mediated transport”, RMT), en general en forma de conjugados de profarmacos,
moléculas de interés farmacéutico o de diagnostico, tales como, por ejemplo, moléculas terapéuticas, agentes de
formacion de imagenes o de diagndstico, o sondas moleculares, a través de las membranas celulares de diferentes
tejidos u o6rganos (tales como el higado, las glandulas adrenales y el intestino), sanos o patologicos (células de
cancer), y, en particular, para permitir su transporte a través de las barreras fisioldgicas del sistema nervioso, tales
como la barrera hematoencefalica ("blood brain barrier", BBB), la barrera hematomedular ("blood-spinal cord barrier",
BSCB), o la barrera hematorretiniana ("blood-retinal barrier", BRB).

Contexto de la invencion

Segun IMS Health, el mercado global para farmacos para tratar las patologias del sistema nervioso central (SNC,
cerebro y médula espinal) fue de aproximadamente 70.000 millones de dolares en 2007 y, de esta suma, casi 9.000
millones de ddlares representan los productos que surgen de las tecnologias de administracion de farmacos (Jain,
2008, Jain PharmaBiotech Report, Drug Delivery in CNS disorders). Asi, en la actualidad, la neurologia es una de las
tres areas terapéuticas mas grandes, junto con la medicina cardiovascular y la oncologia. Aunque el nimero de
personas que padecen trastornos y patologias del SNC a lo largo del mundo es mayor que las personas con
enfermedades cardiovasculares o canceres, la neurologia sigue siendo un mercado poco desarrollado. Esto se
explica, en parte, por el hecho de que 98% de los farmacos potenciales para tratar las patologias del SNC no
atraviesan la barrera hematoencefalica o BBB (Pardridge, 2003, Mol. Interv., 3, 90-105). Solo 5% de los farmacos
actualmente en el mercado se refieren al sistema nervioso.

En efecto, el SNC es protegido frente a sustancias potencialmente toxicas por la presencia de dos sistemas
principales de barrera fisiolégica: la BBB/BSCB, y la barrera sangre-liquido cefalorraquideo ("blood-cerebrospinal
fluid barrier", BCSFB). Se considera que la BBB es la via principal para la captacion de ligandos plasmaticos a nivel
cerebral. Su superficie especifica es aproximadamente 5000 veces mayor que la de la BCSFB.

La longitud global de los vasos sanguineos constitutivos de la BBB es de aproximadamente 600 km. Cada cm?® de
corteza cerebral contiene el equivalente de 1 km de vasos sanguineos. Se calcula que la superficie especifica total
de la BBB es de 20 m? (De Boer et al., 2007, Clin. Pharmacokinet., 46(7), 553-576). Se considera que la BBB y la
BSCB son importantes obstaculos para el desarrollo de nuevas terapias para tratar patologias y lesiones del SNC
(Neuwelt et al., 2008, Lancet Neurol., 7, 84-96).

De modo similar, en el ojo, la barrera hematorretiniana (BRB) es parte de la barrera hemato-ocular que consiste en
células que también estan fuertemente unidas y que evitan que ciertas sustancias entren en la retina. La BRB
presenta dos componentes: el endotelio vascular retiniano y el epitelio pigmentario retiniano, también denominados
componentes interno y externo (BRB interno [“inner BRB”, iBRB] y BRB externo [‘outer BRB”, oBRB]). Los vasos
sanguineos retinianos que son similares a los vasos sanguineos cerebrales mantienen la barrera hemato-ocular
interna. Al igual que la BBB o la BSCB, esta barrera fisiolégica comprende una Unica capa de células endoteliales no
fenestradas, con zonas de unién estrecha ("tight junctions”, TJ). Estas zonas de unién entre las células epiteliales
retinianas evitan el paso de moléculas grandes desde los coriocapilares hacia la retina.

En 2007, el sector farmacéutico oftalmico total a nivel global se evalué en aproximadamente 11.520 millones de
dolares (Visiongain, Ophthalmics, 2007, Visiongain, Inc., San Francisco; Janoria K.G., et al., Novel approaches to
retinal drug delivery, Expert Opin Drug Deliv., 2007, 4(4):371-388). Las enfermedades retinianas incluyen retinitis
pigmentosa, degeneracion macular, distrofia de los conos-bastones ("cone-rod dystrophy", CORD), separacion
retiniana, desprendimiento de retina, retinopatia hipertensiva y retinopatia diabética, retinoblastoma, lipemia retinalis,
etc.

Debido al envejecimiento de muchas poblaciones, los expertos financieros predicen una expansiéon promedio anual
del sector mayor que 10% a corto plazo. No obstante, la administracion sostenida de concentraciones
terapéuticamente eficaces de farmacos para tratar enfermedades del ojo, en particular enfermedades del segmento
posterior del 0jo, sigue siendo un reto tecnoldgico significativo. El correspondiente problema de la observancia de las
terapias existentes por parte del paciente también es un problema crucial. Asi, existen sustanciales oportunidades
de mercado para las empresas que buscan moléculas nuevas, asi como sistemas innovadores de administracion de
farmacos.

Por tanto, la BBB, la BSCB y la BRB representan grandes obstaculos para el uso de farmacos potenciales contra
muchos trastornos del SNC y del ojo, pero también constituyen una superficie extensa de intercambio potencial entre
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la sangre y los tejidos nerviosos.

Como regla general, solo unas pocas moléculas lipofilas pequefias de aproximadamente 450 a 600 Daltons (solo 2%
de los candidatos a farmaco) pueden atravesar las barreras fisioldgicas mencionadas anteriormente, es decir,
pueden pasar desde la sangre al tejido nervioso. El peso molecular y el tamafio de muchos candidatos a farmaco
que muestran resultados prometedores en estudios in vitro y en estudios en animales para tratar trastornos del SNC
son considerablemente mayores. Asi, la mayoria de las moléculas, tales como péptidos y proteinas terapéuticos,
incluyendo anticuerpos terapéuticos, en general se excluyen del paso/transporte desde la sangre al tejido nervioso
en el SNC o el ojo (retina), debido a la baja permeabilidad transcelular de las células endoteliales capilares del tejido
nervioso. Las células endoteliales de los capilares cerebrales ("brain capillary endothelial cells", BCEC), organizadas
en vasos, estan rodeadas por la lamina basal, las prolongaciones pediculares de astrocitos, los pericitos y las células
de la microglia y neuronales. La estrecha asociacion de las células endoteliales con las prolongaciones pediculares
de los astrocitos es responsable del desarrollo y mantenimiento de las propiedades de la impermeabilidad de la BBB
frente a la mayoria de las moléculas, asegurando asi un control estricto y eficaz de los intercambios moleculares
entre la sangre y el cerebro para mantener la homeostasis del cerebro. Las células endoteliales estan
estrechamente unidas por las TJ, comparadas con las células endoteliales de otros 6rganos, que estan fenestradas.
Asi, estas TJ previenen el paso paracelular a través de la BBB. Las células endoteliales y las prolongaciones
pediculares de los astrocitos que las rodean también constituyen una barrera fisioldgica, puesto que estas células
presentan sistemas de eflujo eficaces que restringen cualquier paso/transporte por la via transcelular. En efecto,
ciertas moléculas capaces de atravesar barreras fisioldgicas son activamente expelidas de las células endoteliales
hacia el sistema sanguineo por proteinas de transporte resistentes a multiples farmacos ("multidrug resistant", MDR).
Estos sistemas de transporte de eflujo activo ("active efflux transport”, AET) en general controlan el eflujo activo de
moléculas pequefias desde el tejido nervioso hacia el sistema sanguineo. Como ejemplo, el sistema modelo de AET
en la BBB es el transportador de médulo de unién a ATP ("ATP binding cassette”, ABC), concretamente la P-
glicoproteina (P-gp); sin embargo, estan presentes otros sistemas de AET en la BBB, tales como la proteina 1
asociada a MDR (MRP1). La P-gp, que se localiza principalmente sobre la superficie luminal de BCEC, es un
elemento fundamental en la funcién de la barrera fisiologica de la BBB, evitando la entrada al cerebro de la mayoria
de xenobidticos, pero también de candidatos a farmaco y otras moléculas de interés terapéutico capaces de ser
activas en el SNC. Por tanto, estas propiedades limitan muchisimo el paso de sustancias desde el plasma
sanguineo hacia el espacio extracelular de los tejidos nerviosos en el SNC y en el ojo.

Una de las razones que pueden explicar por qué no existen tratamientos realmente eficaces en la actualidad para
las principales patologias y lesiones del SNC y oculares (cancer de cerebro, enfermedades de Parkinson y de
Alzheimer, accidentes cerebrovasculares ("cerebrovascular accidents”, CVA), etc.) es que los desarrolladores de
candidatos a farmacos para tratar patologias cerebrales llevan a cabo programas de investigacion internos
(programas de descubrimiento de farmacos cerebrales), mientras que invierten pocos esfuerzos en los problemas de
atravesar las barreras y en el transporte dirigido preferente a tejidos nerviosos y, de modo notable, al cerebro
(programas de transporte dirigido de farmacos al cerebro) (Pardridge, 2003, Mol. Interv., 3, 90-105). Un candidato a
farmaco debe ajustarse a ciertas reglas estructurales, fisicoquimicas, farmacoquimicas y farmacoldgicas para que
tenga la maxima probabilidad de convertirse en un farmaco para tratar una patologia o un trastorno del SNC
(Pajouhesh et al., 2005, NeuroRx, 2(4), 541-553). Por tanto, en el desarrollo de un candidato a farmaco, la
selectividad y la especificidad (perfil farmacoldgico) de una molécula por su diana son fundamentales para su
actividad terapéutica (eficacia). La biodisponibilidad y la toxicidad potencial (perfil farmacéutico) de una molécula son
cruciales para su futuro como farmaco. En otras palabras, cualquier molécula prevista para convertirse en un
farmaco para tratar una patologia o un trastorno ocular o del SNC debe moverse a través de la BBB/BSCB o la BRB,
debe mantener su actividad bioléogica y debe mostrar propiedades adecuadas de farmacocinética
("pharmacokinetics", PK), absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion/eliminacion ("absorption, distribution,
metabolism and excretion/elimination”, ADME) y farmacodinamica ("pharmacodynamics”, PD), con baja toxicidad
(Tox). De hecho, a los quimicos médicos de este campo de productos terapéuticos del sistema nervioso les es
particularmente dificil encontrar el equilibrio hidréfilo/lipéfilo de la molécula en desarrollo.

Asi, uno de los principales problemas para tratar trastornos y patologias del SNC y del ojo reside en el hecho de que
las moléculas administradas no atraviesan la BBB/BSCB/BRB vy, por tanto, no pueden alcanzar a su diana o dianas
en el SNC o el ojo. Por tanto, una de las prioridades de investigacion en el descubrimiento de moléculas para tratar,
diagnosticar o formar imagenes de trastornos o patologias del SNC u oculares consiste en encontrar medios para
aumentar la eficacia de paso de sustancias activas a través de la BBB/BSCB o BRB.

A este respecto, las estrategias para la vectorizacion de moléculas a través de estas barreras que se encuentran en
estudio en la actualidad y que son usadas por los desarrolladores de candidatos a farmaco para permitir que una
molécula de interés terapéutico alcance el SNC pueden dividirse en dos estrategias principales: estrategias
farmacologicas y estrategias fisiologicas (Pardridge, 2007, Pharm. Res., 24(9), 1733-1744; De Boer et al., 2007, Clin.
Pharmacokinet., 46(7), 553-576; De Boer et al., 2007, Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., 47, 327-355; Jones et al.,
2007, Pharm. Res., 24(9), 1759-1771; Vlieghe y Khrestchatisky, 2012, Med. Res. Rev., 33(3), 457-516).
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Estrategias invasivas

Las estrategias invasivas pueden ponerse en practica mediante la inyeccion intraventricular directa en el cerebro, la
inyeccion intracerebral o la infusion intratecal de la sustancia activa, o mediante la alteracion de la BBB/BSCB
(ruptura temporal de la integridad de estas barreras).

El principal problema de las estrategias neuroquirirgicas mediante inyeccion intraventricular, aparte de los costes
relacionados con el procedimiento neuroquirdrgico, consiste en que el farmaco no se administra directamente al
parénquima cerebral, sino al fluido cefalorraquideo. La infusién intraventricular implica colocar un catéter en los
ventriculos (Aird, 1984, Exp. Neurol., 86, 342-358). Esta técnica muy invasiva no es eficaz para el transporte de
sustancias activas al parénquima nervioso. En efecto, en el cerebro, por ejemplo, el volumen de flujo desde el fluido
cefalorraquideo hacia el parénquima cerebral durante la administracion de un farmaco mediante infusion
intraventricular se ve gobernado por una difusion anormalmente lenta de su conveccion (transporte), debido a que el
cerebro no posee un flujo volumétrico intraparenquimatico.

De modo similar para la inyeccion intracerebral, la difusion de una sustancia activa en el cerebro disminuye muy
rapidamente a partir del sitio de inyeccion hacia el sitio de la lesion. En efecto, la concentracion cerebral de una
sustancia activa disminuye en 90% a una distancia de 500 pm desde su sitio de inyeccion.

La infusién intratecal implica colocar un catéter en el cerebro. Este catéter estd conectado a una bomba que
administra la sustancia activa a un caudal predefinido. Debido al hecho de que el cerebro es el Unico érgano que no
posee un sistema linfatico, que normalmente actia para transportar fluidos extracelulares de nuevo hacia la
circulacién general, la distribucién de una sustancia activa mediante infusion intratecal en el cerebro es muy lenta.
Esto disminuye la concentracion de la sustancia activa en el sitio de la lesion.

Ademas, existen riesgos significativos de infeccion durante estos procedimientos neuroquirdrgicos, de forma notable
por la presencia del catéter. Bajo estas condiciones, la comodidad del paciente no es 6ptima.

La apertura temporal de la BBB esta asociada con la apertura transitoria de las TJ de las BCEC. Este es el caso de
las sustancias vasoactivas, tales como leucotrienos o bradiquininas (Baba et al., 1991, J. Cereb. Blood Flow Metab.,
11, 638-643). Esta estrategia es igualmente invasiva y requiere el acceso arterial a la carétida en sujetos/pacientes
sedados. El principal problema que aparece por la ruptura temporal de la integridad de la BBB, ademas de los
costes relacionados con el procedimiento radiolégico para acceder a la carétida, es que la BBB solo permanece
abierta durante un periodo corto de tiempo, y asi se limita la posibilidad de administrar un farmaco a lo largo de un
periodo extenso de tiempo. Ademas, la ruptura temporal de la BBB permite que las proteinas plasmaticas entren en
el cerebro (estas proteinas pueden ser tdxicas para el cerebro) y también puede facilitar la entrada de agentes
infecciosos. Por tanto, este tipo de ruptura de la BBB puede conducir a alteraciones neuropatolégicas cronicas y esta
asociada con riesgos elevados de infeccion (Salahuddin et al., 1988, Acta Neuropathol., 76, 1-10).

Estrategias farmacologicas para la vectorizacion

Las estrategias farmacoldgicas para transportar moléculas incluyen la difusion transcelular de moléculas que se han
hecho mas hidréfobas mediante la adicion de lipidos o grupos lipéfilos a la sustancia activa (difusion lipofila
transcelular, "transcellular lipophilic diffusion”, TLD) o mediante el uso de liposomas (Zhou et al., 1992, J. Control.
Release, 19, 459-486), y el transporte mediante adsorcion idnica por medio de moléculas de vector con carga
positiva o mediante la cationizacion de la molécula activa (transporte mediado por adsorcion, "adsorptive-mediated
transport”, o AMT).

La adicion de un lipido o grupo lipéfilo permite la conversion quimica de moléculas hidréfilas en moléculas mas
hidréfobas, de modo notable a través de estrategias de profarmacos. Sin embargo, la sintesis de dichos compuestos
conduce a moléculas que sobrepasan el umbral de transporte éptimo para atravesar la BBB/BSCB/BRB, de modo
notable con respecto al peso molecular (PM), que aumenta por encima del limite 6ptimo de 450 Daltons (Pajouhesh
et al., 2005, NeuroRx, 2(4), 541-553). Por la misma razon, los liposomas o incluso las vesiculas pequefias (micelas,
etc.) o las nanoparticulas (nanoesferas, nanocapsulas) son, en general, demasiado grandes y no son lo
suficientemente especificas para la BBB/BSCB/BRB vy, por consiguiente, son relativamente menos eficaces para
transportar moléculas de interés terapéutico (o agentes de formacion de imagenes o de diagndstico, o cualquier otra
molécula, tal como una sonda molecular) a través de estas barreras (Levin, 1980, J. Med. Chem., 23, 682-684;
Schackert et al., 1989, Selective Cancer Ther., 5, 73-79). Ademas, este tipo de sistema de vesiculas en general tiene
efectos tdxicos no despreciables en el cerebro. Por tanto, los problemas principales que aparecen en las tecnologias
de lipidizacién son su baja especificidad para dirigirse especificamente y atravesar la BBB/BSCB/BRB comparada
con otras membranas celulares, la disminucion de los valores plasmaticos del area bajo la curva ("area under the
curve", AUC) del farmaco, y su uso en general limitado para la vectorizacion de moléculas pequefias.

En el AMT (la adicién de un grupo cationico a través de un enlace covalente o cationizacion directa del farmaco), el
principal problema que aparece es la baja especificidad para localizar y atravesar especificamente la
BBB/BSCB/BRB comparada con otras membranas celulares. En efecto, el AMT se basa en moléculas catidnicas
que se adsorben sobre células cuya membrana tiene carga negativa, lo cual es el caso de la mayoria de las células.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 719 727 T3

La disminucién en los valores plasmaticos de la AUC del farmaco, su uso en general limitado para la vectorizacion
de moléculas pequenas, y su citotoxicidad son factores adicionales que penalizan la estrategia de vectorizacion de
AMT.

Estrategias fisiologicas para la vectorizacion

Las estrategias basadas en estrategias fisiologicas para la vectorizacion consisten en aprovechar los diversos
mecanismos de transporte naturales de las barreras. Estos mecanismos de transporte activo de moléculas a través
de la BBB actuan acoplandose con un sustrato de receptor especifico o mediante imitacién molecular de un sustrato
de receptor especifico (transporte mediado por vehiculo, "carrier-mediated transport” o CMT), o mediante el
acoplamiento o la fusiéon con un ligando que se dirige especificamente a un receptor (RMT, "receptor-mediated
transport”, o "receptor-mediated transcytosis”, transporte mediado por receptor o transporte mediado por
transcitosis).

Como ejemplo, ciertas moléculas, tales como L-DOPA (enfermedad de Parkinson), melfalano (cancer cerebral), a-
metil-DOPA (hipertension arterial) y gabapentina (epilepsia) pasan al cerebro mediante CMT a través de los
transportadores 1 y 2 de aminoacidos neutros grandes (LAT1 y LAT2) (Pardridge, 2003, Mol. Interv., 3, 90-105).
Estas moléculas tienen estructuras quimicas similares a la fenilalanina, uno de los sustratos naturales de LAT1. Sin
embargo, los problemas principales que aparecen en las estrategias de CMT son su amplia
selectividad/especificidad por conjugados que imitan/son muy parecidos al sustrato del receptor/transportador
enddgeno y, en consecuencia, su uso permanece limitado a la vectorizacién de moléculas pequefias.

El RMT apela a un sistema de transporte dependiente de receptores. La vectorizacion se realiza mediante
mecanismos de endocitosis mediante la localizacion a receptores enddgenos presentes en el tejido diana, que
incluye los capilares del cerebro. Los ejemplos notables de los diversos receptores de BBB humanos que estarian
implicados en el RMT incluyen: el receptor de transferrina (TfR) que transporta la transferrina (Tf) unida a hierro, el
receptor de insulina (IR) o el receptor del factor de crecimiento similar a la insulina (IGFR), receptores que permiten
el transporte del colesterol contenido en lipoproteinas de baja densidad, de alta densidad y de densidad muy baja
(LDL, HDL y VLDL, respectivamente), que incluyen el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y miembros
de la familia de la proteina relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP), el receptor de la
toxina de difteria (DTR) o factor de crecimiento similar al factor de la crecimiento epidérmico de unién a la heparina
(HB-EGF), asi como receptores captadores ("scavenger receptor”, SCAV-R), que incluyen el receptor captador de
tipo | de clase B (SR-BI). En el RMT, los receptores sobre la membrana de células especificas en érganos, que
incluyen células endoteliales de BBB, se unen a su ligando, lo cual conduce a la endocitosis del complejo compuesto
por el receptor y su ligando en una vesicula que se forma sobre la superficie de la célula y después penetra en la
célula diana. Este proceso de RMT no parece depender del tamafo de la molécula atrapada por endocitosis. En el
caso de la BBB/BSCB/BRB, el complejo de ligando/receptor o el ligando disociado puede atravesar la célula
endotelial (transcitosis) y, por tanto, puede atravesar estas barreras fisioldgicas para actuar en el tejido nervioso. Por
tanto, el RMT es un mecanismo que permite el transporte hacia el interior de érganos o tipos de células especificos
y, de manera notable, desde la sangre hasta el SNC o el ojo, de muchas moléculas o complejos moleculares. Los
receptores para estas moléculas o complejos moleculares pueden usarse para transportar los ligandos naturales de
estos receptores modificados para que porten farmacos y/o nanoparticulas. Por ejemplo, el revestimiento de
nanoparticulas con polisorbatos, en especial polisorbato 80, conduce a la adsorciéon de la apolipoproteina E desde el
plasma sanguineo hasta la superficie de nanoparticulas, que entonces imitan a las particulas de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) y pueden interactuar con el LDLR, lo cual conduce a su captacion por las células endoteliales
(Kreuter, 2012, Adv. Drug Deliv. Rev., pii; S0169-409X(12)00275-X). La doxorubicina encapsulada en liposomas
dirigidos a receptores de LDL aumenta el transporte de farmacos in vitro a través de células de la BBB (Pinzén-Daza
et al., 2012, Br. J. Pharmacol., doi: 10.1111/j.1476-5381.2012.02103.x). La Tf es el ligando natural de los TfR
presentes sobre la BBB. Se han acoplado/conjugado sustancias activas a la Tf para el transporte activo a través de
la BBB por los TfR (Jejferies et al., 1984, Nature, 312, 162-163; Friden et al., 1983, Science, 259, 373-377; Friden,
1994, Neurosurgery, 35, 294-298). Aunque esta estrategia de vectorizacién que emplea una macromolécula de tipo
proteico permite aumentar el paso de las moléculas de interés conjugadas a través de las barreras, presentag varias
desventajas. En primer lugar, la molécula en general se acopla/conjuga al vector por medio de métodos de
expresion de genes (fusion), limitando con ello el nimero de moléculas que van a ser transportadas a solo
polipéptidos o proteinas. En segundo lugar, el sistema para acoplar/conjugar la molécula con el vector es bastante
complejo; el acoplamiento quimico o bioquimico tradicional no produce sistemas macromoleculares bien definidos
desde el punto de vista estructural y molecular. Ademas, la potencial competicion entre los conjugados y los ligandos
enddgenos por el receptor diana puede conducir a una inhibicién del proceso fisiolégico del RMT o a una
disminucidon en la concentracion de los ligandos enddgenos requeridos para el funcionamiento adecuado del
cerebro. Por ultimo, los receptores de RMT también pueden estar implicados en procesos de sefalizacion celular en
el cerebro, y los conjugados pueden interferir potencialmente estos procesos.

El RMT a través de receptores especificos también puede usarse para transportar farmacos hacia otros
tejidos/érganos distintos de la BBB y el cerebro. Se ha demostrado, por ejemplo, que la captacion de colesterol por
la retina se produce principalmente a través de un proceso mediado por LDLR (Tserentsoodol et al., 2006, Molecular
Vision, 2006, 12:1306-1318).
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El sistema vascular de érganos, el parénquima de érganos especificos, o ciertos tejidos enfermos pueden expresar
niveles elevados de un receptor concreto que puede usarse para el transporte dirigido de farmacos (analizado en
Chung y Wasan, 2004, Adv. Drug Deliv. Rev., 7 de mayo de 2004, 56(9):1315-1334). Por ejemplo, el LDLR se
expresa a altos niveles en el higado (en particular en el lado sinusoidal de los hepatocitos) y en otros tejidos, tales
como las glandulas adrenales y el intestino (Beisiegel et al., 1981, J. Biol. Chem., 25, 256(8):4071-4078; Huettinger
etal., 1984, J. Clin. Invest., 74(3):1017-1026; Fong et al., 1989, J. Clin. Invest., 84(3):847-856).

Por ultimo, existen muchas pruebas del aumento de la expresion de LDLR en numerosos tipos de canceres y del
transporte de farmacos anticancer mediado por LDL o nanoparticulas a través de estos LDLR de células de
canceres, que incluyen el glioblastoma (Varshosaz et al., 2012, Eur. J. Med. Chem., 54:429-438; Kopecka et al.,
2011, Journal of Controlled Release, 149:196-205; Nikanjam et al., 2007, Int. J. Pharm., 328(1):86-94, analizado en
Ng et al., 2011, Acc. Chem. Res., 44(10):1105-1113; Firestone, 1994, Bioconjug. Chem., 5(2):105-113).

También se ha demostrado que varios ligandos endégenos de LDLR, tales como LDL o PCSK9, después de unirse
al LDLR, sufren una endocitosis mediada por receptores, seguida del trafico intracelular de vesiculas de membrana
(endosomas) que, en ultimo término, se fusionan con lisosomas (Issandou et al., 2004, Biochem. Pharmacol., 67(12)
:2281-2289, analizado en Lambert et al., 2009, Atherosclerosis, 203(1):1-7).

Las enfermedades de almacenamiento lisosomico ("Lysosomal Storage Diseases", LSD) representan
aproximadamente 70 de trastornos genéticamente diferenciados, con una frecuencia en el nacimiento combinada de
aproximadamente 1 de cada 7500. Las terapias de sustitucion de enzimas ("enzyme replacement therapies", ERT)
requieren la captacion de las enzimas recombinantes consideradas para el tratamiento de las multiples LSD. El
receptor de manosa fosfato (M6PR) es, en la actualidad, una importante diana para el transporte de enzimas a
tejidos y al compartimento lisosémico de células (analizado en Cox, 2012, J. Pathol., 226(2):241-254; Lachmann,
2011, Curr. Opin. Pediatr., 23(6):588-593), pero pueden considerarse otros receptores, tales como los implicados en
el RMT, en particular para el transporte dirigido de ERT al SNC, considerando que aproximadamente 2/3 de las LSD
afectan al SNC.

La solicitud de patente internacional WO2010/046588 describe, por primera vez, péptidos o pseudopéptidos que se
unen a LDLR humanos, de ratén o de rata y que son capaces de transportar a través de la BBB sustancias que
pueden tener un alto PM y/o un gran volumen.

La presente solicitud se refiere a nuevos péptidos que se unen a LDLR, en particular LDLR humanos, de ratén y/o
de rata, que estan optimizados para transportar moléculas hacia tejidos que expresan LDLR (tales como higado,
glandulas adrenales e intestino), sanos o patoldgicos (células de cancer), y, en particular, a través de las barreras
fisioldgicas del sistema nervioso, tales como la BBB, BSCB o BRB.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona nuevos péptidos o pseudopéptidos capaces de transportar moléculas de interés a
través de las membranas celulares de tejidos que expresan LDLR y, en particular, a través de barreras fisiolégicas
del SNC o de la retina (BBB/BSCB y BRB). Por tanto, la invencion permite disefiar nuevos agentes terapéuticos o de
diagndstico con una mejor biodistribucion o biodisponibilidad y, de modo notable, con un mayor acceso (transporte
dirigido) al SNC y/o al ojo y/o a otros 6rganos enriquecidos en LDLR, tales como el higado, las glandulas adrenales y
el intestino y/o hacia diferentes células de canceres enriquecidas en LDLR y/o hacia los compartimentos lisosémicos
de células.

En los documentos W02010/046588 y W02011/131896, los inventores han desarrollado derivados de péptidos
capaces de unirse a LDLR y de transportar moléculas al cerebro, incluyendo moléculas de interés terapéutico o de
diagndstico.

Los inventores ahora han disefiado y validado nuevos péptidos que muestran propiedades ventajosas para el
transporte de moléculas. Los inventores también han disefiado nuevos multimeros de dichos péptidos que muestran
una mayor afinidad y alta capacidad de transporte para la administracion de cualquier agente a un animal. Estos
nuevos péptidos y multimeros son capaces de unirse a LDLR sin competicion con el ligando natural y, por tanto, sin
interferencia con el transporte de LDL enddégeno, y representan nuevos productos que son particularmente
ventajosos para la administracion, el transporte dirigido o la vectorizacion de farmacos o agentes terapéuticos o de
diagndstico (incluyendo farmacos o agentes de formacion de imagenes), de modo notable para alcanzar el SNC y/ el
0jo y/u otros érganos enriquecidos en LDLR (por ejemplo, higado, glandulas adrenales, intestino) y/o hacia células
de canceres enriquecidas en LDLR y/o hacia los compartimentos lisosdomicos de células.

Un objeto de la invencion se refiere, en particular, a un péptido seleccionado de SEQ ID NO:1-3 y 5.
Otro objeto de la invencién es un agente multimérico con la siguiente férmula (A):
Pr-M-P; (A)

en la que:
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- cada P representa el mismo péptido o un péptido diferente con la secuencia de aminoacidos A1-Met-A2-Arg-Leu-
Arg-A3-A4, en la que A1 y A4 representan independientemente una cisteina o uno de sus analogos seleccionados
de (D)-cisteina, penicilamina (Pen) y (D)-penicilamina ((D)-Pen), A2 representa una prolina o uno de sus analogos
seleccionados de acido pipecolico (Pip) y acido tiazolidin-4-carboxilico (Thz), y A3 representa una glicina o una
sarcosina (Sar);

- M es un grupo reticulante; y

- h e i son, independientemente entre si, un niUmero entero seleccionado de 1, 2, 3, 4 0 5.

En una realizacion preferida, P es un péptido o pseudopéptido con la siguiente formula general (I'):
(D)-Cys-Met-A2-Arg-Leu-Arg-A3-A4 ("

en la que A2 representa prolina, Pip o Thz; A3 representa glicina (Gly) o sarcosina (Sar), y A4 representa cisteina,
(D)-cisteina, penicilamina (Pen) o (D)-penicilamina ((D)-Pen).

En una realizacién mas preferida, P es un péptido seleccionado de cualquiera de SEQ ID NO:1-5.
En una realizacién mas preferida, h=i=1.

Los péptidos y multimeros de la invencién, de forma ventajosa, tienen la capacidad de unirse al receptor de LDL
humano (hLDLR), LDLR de ratéon, o LDLR de rata con alta afinidad, y de transportar moléculas de interés hacia el
interior de células y tejidos que expresan LDLR, o a través de células que expresan LDLR, tales como células
endoteliales.

A este respecto, otro objeto de la invencion es un péptido o multimero, tal como se definié anteriormente, conjugado
con una o varias moléculas, preferiblemente con una o varias moléculas de diagnéstico o terapéuticas.

La invencion también se refiere a cualquier compuesto conjugado con la siguiente férmula (111):
VxSzDy (1

en la que V representa un péptido o multimero tal como se definié anteriormente, S representa un espaciador, D
representa una sustancia activa o una sustancia de interés, x es un numero entero entre 1y 5, e y e z son numeros
enteros entre 1y 10.

Otro objeto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto
conjugado, tal como se definié anteriormente, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

Otro objeto de la invencion se refiere a una composicion de diagndstico que comprende un agente de diagndstico o
de formacién de imagenes conjugado con un péptido o pseudopéptido o multimero tal como se definid
anteriormente.

La invencion también describe un método para mejorar o permitir el paso de una molécula a través de las
membranas celulares de tejidos que expresan LDLR, sanos o patoldgicos, y, en particular, a través de las barreras
fisiolégicas BBB/BSCB y BRB, que comprende el acoplamiento de dicha molécula a un péptido o pseudopéptido o
multimero tal como se definié anteriormente.

La invencion también describe un método mejorado para tratar una patologia en un sujeto con un farmaco,
consistiendo dicha mejora en el acoplamiento de dicho farmaco a un péptido o pseudopéptido o multimero tal como
se definié anteriormente.

La invencion puede usarse en cualquier animal, en particular en cualquier mamifero y, mas en particular, en seres
humanos.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Diagrama comparativo de la sintesis en tandem vy la sintesis a través de un conector de un conjugado de
péptido/molécula de interés terapéutico.

Figura 2. Esquema general de péptidos sintetizados conjugados con moléculas indicadores o fluorescentes, tales
como biotinas, fluoresceinas (FITC), rodaminas (rodamina RED-X), cianinas (Cy3.5) o péptido Stag, con un
conector/espaciador C-terminal (C-term).

Figura 3. Experimento de pulso y caza que emplea células CHO-hLDLR-GFP cultivadas sobre cubreobjetos e
incubadas con Dil-LDL 20 mg/ml, junto con un conjugado de péptido-STag (SEQ ID NO:1) 10 uM. Después de 30
minutos de incubacion a 4 °C, las células se lavan a fondo y después se incuban en medio de caza durante 5
minutos o 3 horas para permitir la endocitosis de péptidos unidos y el trafico intracelular. Los nucleos celulares se
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tiien usando Hoechst. Los recuadros muestran una magnificacion mayor de areas representativas de imagenes
confocales e indican la colocalizacion del péptido con LDLR y LDL durante las etapas tempranas del trafico del
péptido y del LDL (T5), y la acumulacion tardia del péptido en lisosomas que contienen LDL que no contienen LDLR
(T180 - recuadro 2) o en vesiculas de reciclaje que contienen LDLR que no contienen LDL (T180 - recuadro 1).

Figura 4. Se emple6 el fragmento Fc humano de un anticuerpo IgG1 como prototipo de resto de proteina para ser
transportado hacia el interior de células por medio de los vectores peptidicos unidos quimicamente a SEQ ID NO:1.
Se us6 una fusion con el péptido de referencia 2 (denominado "SEQ ID NO:43", cuya secuencia de aminoacidos se
describe como SEQ ID NO:43 en el documento W02010/046588), preparado por medio de técnicas moleculares
recombinantes, para fines comparativos. El experimento de pulso y caza muestra la unién de Fc-SEQ ID NO:1
(unidos quimicamente) y de Fc-SEQ ID NO:43 (fusion) a células CHO-hLDLR-GFP.

Se incubaron células CHO-hLDLR-GFP cultivadas sobre cubreobjetos durante 30 minutos a 4 °C con Fc-SEQ ID
NO:1 quimicamente unidos, con la fusién de proteinas Fc-SEQ ID NO:43, o con el Fc 5 nM por si solo, se lavaron a
fondo y después se incubaron en medio de caza durante 5 minutos a 37 °C para permitir la endocitosis de las
proteinas unidas. Los nucleos celulares se tifien usando Hoechst. El Fc se detecta con un anticuerpo anti-Fc
humano conjugado con Alexa 594. Nétese que solo Fc-SEQ ID NO:1 y Fc-SEQ ID NO:43 se unen a hLDLR. Los
recuadros muestran una magnificacion mayor de areas representativas de imagenes confocales e indican las
regiones en las que los LDLR y los conjugados de péptido-Fc se colocalizan en endosomas tempranos/de
clasificacion.

Figura 5. Modelo de barrera hematoencefalica (BBB) in vitro: Células endoteliales de capilares cerebrales de rata
("rat brain capillary endothelial cells", RBCEC) cocultivadas con astrocitos. En A, se incubaron RBCEC vivas con Dil-
LDL a 40 ug/ml durante 30 min de incubacion. En B, se marcan los LDLR de rata en la superficie de RBCEC vivas
con un anticuerpo de cabra que reconoce el dominio extracelular de LDLR humano, de ratoén y de rata a 10 ug/ml
durante una incubacion de 1 h. En C, el mismo anticuerpo marca los LDLR de RBCEC de rata tras la fijacion de las
células con PFA al 4%.

Citometria de flujo (FACS): Disociaciéon mecanica de la monocapa de RBCEC con EDTA 0,25 mM. En D, RBCEC
control marcadas con ficoeritrina PE-A. En E, unién de Dil-LDL a los receptores LDLR de las RBCEC a 40 ug/ml
durante 90 min a 4 °C. En F, unién de Dil-LDL a RBCEC procedentes de ratas LDLR -/- (LDLR inactivado, ratas KO
("knock-out")) a 40 ug/ml durante 90 min a 4 °C. En G, RBCEC solo con anticuerpo secundario (anti-aloficocianina
APC de cabra de burro, usado como control). En H, marcaje con un anticuerpo anti-LDLR de cabra a 10 ug/ml
durante 45 min a 4 °C, seguido de un anticuerpo secundario. En I, marcaje con un anticuerpo anti-LDLR de cabra de
RBCEC procedentes de ratas LDLR -/- a 10 ug/ml durante 45 min a 4 °C, seguido de un anticuerpo secundario. En
J, modelo de BBB in vitro: Células endoteliales de capilares cerebrales de rata (RBCEC) cocultivadas con astrocitos:
transporte en el compartimento inferior de Dil-LDL a diferentes concentraciones después de una incubacion durante
30 min en RBCEC WT y RBCEC LDLR -/-.

Figura 6. Modelo de BBB in vitro: Células endoteliales de capilares cerebrales de rata (RBCEC) cocultivadas con
astrocitos. A a F: incubaciones con RBCEC vivas procedentes de ratas de tipo salvaje ("wild type", WT); G y H:
RBCEC vivas procedentes de ratas LDLR -/-. En A, union/captacion de Fc a 0,25 uM durante una incubacién de 30
min con RBCEC WT vivas. En B, unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:43 a 0,25 uM durante una incubacion de 30 min
con RBCEC WT vivas. En C y E, unién/captacion de Dil-LDL a 40 pg/ml durante una incubacién de 30 min con
RBCEC WT vivas. En D, unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:43 a 0,25 mM durante una incubacion de 30 min con
RBCEC WT vivas. Estas fotomicrografias muestran la colocalizaciéon entre Dil-LDL y Fc-SEQ ID NO:43. En E,
union/captacion de Dil-LDL a 40 pg/ml durante una incubacion de 30 min con RBCEC vivas procedentes de ratas
LDLR -/-. En F, unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:43 a 0,25 puM durante una incubacién de 30 min con RBCEC
vivas procedentes de ratas LDLR -/-. En G, union/captacion de Fc-CTRL a 0,1 uM durante una incubacién de 30 min
con RBCEC WT vivas. En H, unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:1 a 0,1 uM durante una incubacién de 30 min con
RBCEC vivas procedentes de ratas LDLR -/-.

Figura 7. Modelo de BBB in vitro: Células endoteliales de cerebro de rata (RBCEC) cocultivadas con astrocitos.

En A, unién/captacion de Fc y Fc-SEQ ID NO:43 a diferentes concentraciones después de una incubacion durante
30 min con RBCEC WT vivas. En B, unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:1 y Fc-CTRL a 0,1 uM después de una
incubacion durante 2 hr con RBCEC WT vivas.

Figura 8. Dimero de vector peptidico. Los dimeros muestran mejor afinidad por los LDLR que su forma monémera.

En A, dos ejemplos de dimeros basados en dos construcciones moleculares diferentes. A-1: Ejemplo de dimero
sintetizado por acoplamiento de péptido sobre una plataforma comercial de triamina. R puede ser hidrégeno, una
molécula trazadora, una sustancia activa o cualquier sustancia de interés con o sin un conector entre ellas. A-2:
Ejemplo de dimero sintetizado por acoplamiento de péptido sobre una plataforma de dilisina «casera». Ry y/o R
pueden ser hidrogeno, una molécula trazadora, una sustancia activa o cualquier sustancia de interés con o sin un
conector entre ellas.
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En B, cuantificacion de la unién/captacion del péptido SEQ ID NO:1-STag a CHO-hLDLR-GFP mediante un ELISA
anti-STag. Las células CHO-hLDLR-GFP se incubaron durante 60 min a 37 °C con el péptido SEQ ID NO:1-STag
por si solo (100% de union) a 10 uM o con el péptido SEQ ID NO:1-STag en competicion con el péptido SEQ ID
NO:1, el péptido CTRL o el péptido D2(SEQ ID NO:1); a 10 puM.

En C, union del péptido D2(SEQ ID NO:1),-Cy3.5 y D2(CTRL)2-Cy3.5 a 500 nM, 30 min a 4 °C, a CHO-hLDLR-GFP.
Los nucleos celulares se tifien con Hoechst. Las fotomicrografias muestran la colocalizacion entre el péptido
D2(SEQ ID NO:1),-Cy3.5 y LDLR en la membrana plasmatica.

Figura 9. Distribucion tisular del péptido SEQ ID NO:1 por si solo o quimicamente acoplado al fragmento Fc humano
en ratones WT o ratones LDLR -/- (KO).

En A, distribucion tisular del péptido SEQ ID NO:1 marcado con tritio, 10 min después de una inyeccion en la vena
de la cola en ratones WT o LDLR -/-. Los resultados se expresan como porcentaje de la dosis total inyectada por
gramo de tejido (%DI/g). El recuento de la radiactividad en los tejidos muestra una mayor acumulacion del péptido
en los tejidos enriquecidos en LDLR de los ratones WT, comparado con los ratones LDLR -/-. En B, distribucion
tisular de Fc-SEQ ID NO:1 quimicamente acoplados, dos horas después de una inyeccién en la vena de la cola en
ratones WT o LDLR -/-. Los resultados se expresan como porcentaje de la dosis total inyectada por gramo de tejido
(%DI/g). La cuantificacion de la acumulacion del resto Fc en los tejidos usando un ensayo ELISA muestra una mayor
acumulacion de Fc en los 6rganos enriquecidos en LDLR de ratones WT, comparado con ratones LDLR -/-.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere a nuevos derivados de péptidos capaces de unirse al LDLR humano y a su uso en el campo
de los productos farmacéuticos, de modo notable para transportar moléculas de interés terapéutico o de diagnostico
a través de las membranas celulares de tejidos que expresan LDLR (tales como higado, glandulas adrenales e
intestino), sanos o patoldgicos (células de cancer), y, en particular, a través de las barreras fisiolégicas BBB/BSCB y
BRB. Los péptidos y multimeros de la invencion presentan una alta afinidad por el LDLR humano y pueden
transportar moléculas in vivo. Los péptidos o pseudopéptidos y multimeros de la invencion pueden sintetizarse
quimicamente con facilidad, y cualquier molécula de interés terapéutico o de diagndstico (por ejemplo, molécula de
formacién de imagenes) puede acoplarse a ellos de una manera sencilla y eficaz a través de un espaciador (sintesis
a través de un conector) o mediante acoplamiento directo (sintesis en tandem) entre las dos entidades (figura 1). Los
péptidos y pseudopéptidos se disefian para que adopten una configuracion ciclica y, por tanto, mas resistente a la
proteolisis. Ademas, los péptidos y multimeros de la invencién se unen a LDLR sin competicion con el ligando
natural.

Los péptidos o pseudopéptidos o multimeros de la invenciéon pueden usarse como vectores para moléculas de
interés terapéutico, o para agentes de formacién de imagenes o de diagnoéstico, o para cualquier otra molécula, tal
como una sonda molecular, en el tratamiento, la formacion de imagenes y/o el diagndstico de patologias
neurolégicas, asi como en patologias genéticas, infecciosas, inflamatorias o cancerosas del cerebro u otros tejidos.

Los péptidos, pseudopéptidos y multimeros descritos en la presente invencion tienen la capacidad de dirigirse a
receptores celulares y 6rganos y tipos de células concretos, de modo notable a células de cancer, tejidos nerviosos
0 no nerviosos, tales como el higado, las glandulas adrenales o el intestino y/o atravesar las membranas celulares,
de modo notable las de las barreras fisiologicas del sistema nervioso y, mas en concreto, del SNC y del ojo, en
particular la BBB, BSCB, BRB, o la barrera hematotumoral ("blood-tumor barrier", BTB) de tumores del tejido
Nervioso cancerosos.

Los péptidos, pseudopéptidos y multimeros de la presente invencion tienen la capacidad de unirse a los LDLR
humanos, de raton y/o de rata de las membranas celulares de 6rganos o tipos de células concretos, tales como el
higado, las glandulas adrenales o el intestino, de modo notable las de las barreras fisiolégicas del SNC y del ojo, y
de atravesar las membranas mencionadas a través de este receptor mediante endocitosis o transcitosis/transporte
mediado por receptores (RMT).

Por tanto, los péptidos, pseudopéptidos y multimeros pueden usarse para disefiar farmacos adecuados para tratar
diversas enfermedades, tales como patologias infecciosas u otras patologias de origen/naturaleza bacteriana, virica,
parasitaria o fungica.

En la invencién se describen, mas en concreto, péptidos o pseudopéptidos que comprenden una secuencia
seleccionada de SEQ ID NO:1-5:

SEQ ID NO:1, (D)-Cys-Met-Thz-Arg-Leu-Arg-Gly-Pen;
SEQ ID NO:2, (D)-Cys-Met-Thz-Arg-Leu-Arg-Sar-Pen;
SEQ ID NO:3, (D)-Cys-Met-Pip-Arg-Leu-Arg-Sar-Cys;
SEQ ID NO:4, (D)-Cys-Met-Pip-Arg-Leu-Arg-Gly-Pen;
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SEQ ID NO:5, (D)-Cys-Met-Pip-Arg-Leu-Arg-Sar-Pen.

En la invencion también se describen agentes multiméricos con la siguiente formula (A):
Pr-M-P; (A)

en la que:

- cada P representa el mismo péptido o pseudopéptido o un péptido o pseudopéptido diferente que comprende la
secuencia de aminoacidos : A1-Met-A2-Arg-Leu-Arg-A3-A4, en la que A1y A4 representan independientemente una
cisteina o uno de sus analogos o isosteros, A2 representa una prolina o uno de sus analogos o isdsteros, y A3
representa una prolina o uno de sus analogos o isosteros;

- M es una plataforma molecular; y
- h e i son, independientemente entre si, un niUmero entero seleccionado de 1, 2, 3, 4 0 5.

A1 generalmente representa un resto seleccionado de cisteina (Cys, C), de configuracion D o L, o uno de sus
derivados seleccionado de acido 2-amino-3-mercaptopropanoico y sus derivados S-sustituidos, S-acetilcisteina o
acido 2-amino-3-(acetiltio)propanoico, selenocisteina (Sec, U) o acido 2-amino-3-(seleno)propanoico, cisteinol, acido
3-mercaptopropanoico (Mpa) o penicilamina (Pen), de configuracion L o D. En una realizacion preferida, A1 es D-
Cys, Pen o D-Pen.

A2 preferiblemente representa un resto seleccionado de prolina (Pro, P) o acido pirrolidin-2-carboxilico, homoprolina
o acido 2-(2-pirrolidinil)etanoico, 3-hidroxiprolina (3Hyp), 4-hidroxiprolina (4Hyp), 3-metilprolina, 3,4-deshidroprolina,
3,4-metanoprolina, 4-aminoprolina, 4-oxoprolina, tioprolina o acido tiazolidin-4-carboxilico (Thz), acido 2-
oxotiazolidin-4-carboxilico, acido indolin-2-carboxilico (Idc), acido pipecdlico (Pip) o acido piperidin-2-carboxilico,
acido nipecotico (Nip) o acido piperidin-3-carboxilico, acido 4-oxopipecolico, acido 4-hidroxipipecdlico, acido amino-
1-ciclohexancarboxilico, prolinol. En una realizacion preferida, A2 se selecciona de Pro, Pip o Thz.

A3 preferiblemente representa un resto seleccionado de glicina (Gly, G) o acido 2-aminoetanoico, sarcosina (Sar) o
N-metilglicina (MeGly), N-etilglicina (EtGly), alilglicina (alilGly) o acido 2-aminopent-4-enoico, 2-ciclopentilglicina
(Cpg), 2-ciclohexilglicina (Chg), 2,2-dipropilglicina (Dpg), 2-(3-indolil)glicina (IndGly), 2-indanilglicina (Igl), 2-
neopentilglicina (NptGly), 2-octilglicina (OctGly), 2-propargilglicina (Pra) o acido 2-aminopent-4-inoico, 2-fenilglicina
(Phg), 2-(4-clorofenil)glicina, azaglicina (AzGly), o glicinol o 2-aminoetanol. En una realizacion preferida, A3 se
selecciona de Gly y Sar.

A4 preferiblemente representa un resto seleccionado de cisteina (Cys, C), de configuracion D o L, o uno de sus
derivados seleccionado de acido 2-amino-3-mercaptopropanoico y sus derivados S-sustituidos, S-acetilcisteina o
acido 2-amino-3-(acetiltio)propanoico, selenocisteina (Sec, U) o acido 2-amino-3-(seleno)propanoico, cisteinol, o
penicilamina (Pen), de configuracion L o D. En una realizacién preferida, A4 se selecciona de D-Cys, Pen, o D-Pen.

En una clase preferida de agentes multiméricos de la invencion, P indica un péptido o pseudopéptido de formula (I'):
(D)-Cys -Met-A2-Arg-Leu-Arg-A3-A4 (D]

en la que A2, A3 y A4 son como se definid anteriormente.

Los ejemplos concretaos de grupos P son péptidos que comprenden una cualquiera de SEQ ID NO:1 a 5.

Los agentes multiméricos de la invencién pueden comprender de 2 a 10 grupos P, que pueden ser idénticos o
diferentes. En una realizacion preferida, el agente multimérico es un homomultimero, es decir, todos los grupos P
son idénticos. Ademas, los agentes multiméricos preferidos de la invencién son dimeros o trimeros, aun mas
preferiblemente dimeros. En efecto, la invencion demuestra que, cuando se usan los péptidos de unién a LDLR, tal
como se definieron anteriormente, en una forma dimérica, la capacidad de unién mejora y aumentan las propiedades
del RMT. Este resultado no se espera de la técnica anterior, puesto que el ligando natural del receptor es
monomerico.

En una realizacion concreta, en un agente multimérico de la invencién, h es 1 0 2, e i es 1 0 2. En una realizacion
mas preferida, h=i=1.

La plataforma molecular M puede ser cualquier grupo reticulante quimico compatible para su uso en el area
farmacéutica o veterinaria. El grupo esta preferiblemente exento de actividad biolégica y toxicidad. El tamafio de la
plataforma molecular puede ser ajustado por los expertos en la técnica. Los ejemplos preferidos de grupos M son
plataformas de polilisina o compuestos organicos multifuncionales, tales como tris(2-aminoetil)amina. Otros grupos
M son compuestos organicos disponibles en el mercado. En una realizacién concreta, la plataforma molecular
contiene al menos dos grupos funcionales reactivos, preferiblemente al menos tres, lo cual permite el acoplamiento
de al menos 2 péptidos y al menos una molécula de interés. Debe advertirse que la molécula de interés puede
acoplarse a un péptido o a la plataforma. Los ejemplos de grupos funcionales reactivos incluyen, por ejemplo,
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aminas, acidos, tioles, azidas, alquinos, carbonilos o hidrazinas. En una realizacion preferida, la plataforma
molecular es un grupo polilisina, que comprende preferiblemente de 2-10 lisinas. Los ejemplos especificos son
dilisina o polilisina que contiene el mismo numero de restos lisina que el péptido P. Los péptidos pueden acoplarse
sobre la plataforma directamente, mediante un enlace covalente con un grupo funcional reactivo de la plataforma, o
a través de un espaciador, que puede estar compuesto, por ejemplo, de una glicina o de una serie de glicinas, una
molécula de PEG o un acido aminohexanoico.

Los ejemplos concretos y preferidos de agentes multiméricos son moléculas con las siguientes férmulas:

SEQ ID NO:1-5~

NH
SEQID NO:1-5
HN
L (I
N HoN NH,
O
SEQ|DNOZ1-5\H/NH
O
NH

SEQIDNO:1-57

en las que "SEQ ID NO:1-5" indica un péptido que comprende una secuencia seleccionada de una cualquiera de
SEQ ID NO:1-5. Debe entenderse que el péptido en las anteriores formulas puede comprender cualquier secuencia
de férmula A1-Met-A2-Arg-Leu-Arg-A3-A4, como se definid anteriormente.

Los resultados obtenidos por el solicitante demuestran que los péptidos y multimeros de la invencion tienen mejor
afinidad por LDLR. En particular, comparado con un compuesto de referencia, los péptidos de SEQ ID NO:1-5
muestran una afinidad muy superior, tal como se muestra en la tabla 1 (ejemplo Il). Ademas, la invencion demuestra,
de forma sorprendente, que los agentes multiméricos muestran afinidad por el receptor y una elevada capacidad
para dirigirse a tejidos, tales como el cerebro. Mas en concreto, los agentes diméricos que comprenden 2 péptidos
de unién a HDLR, tal como se definié anteriormente, tienen una capacidad notablemente elevada para dirigirse a
tejidos, tales como el cerebro.

Estos resultados son particularmente notables tomando en cuenta el pequefio tamafio de los péptidos (los anteriores
péptidos contienen 8 aminoacidos), lo cual constituye una ventaja adicional en su uso industrial.

Tal como se indicod anteriormente, los péptidos o pseudopéptidos o multimeros de la invencién pueden comprender
enlaces peptidicos, no peptidicos y/o peptidicos modificados. En una realizacién preferida, los péptidos o
pseudopéptidos comprenden al menos un enlace peptidomimético, elegido preferiblemente entre la intercalacion de
un grupo metileno (-CHy-) o fosfato (-PO;-), amina secundaria (-NH-) u oxigeno (-O-), alfa-azapéptidos, alfa-
alquilpéptidos, N-alquilpéptidos, fosfonamidatos, depsipéptidos, hidroximetilenos, hidroxietilenos, dihidroxietilenos,
hidroxietilaminas, péptidos retro-inversos, metilenoxi, cetometileno, ésteres, fosfinatos, fosfinicos, fosfonamidas y
analogos de carba.

Ademas, en una realizacidon concreta, los péptidos o pseudopéptidos de la invencién comprenden una funcién N-
terminal y/o C-terminal respectivamente protegida, por ejemplo, mediante acilaciéon o amidacion o esterificacion.

Los péptidos o pseudopéptidos de la invencidon pueden sintetizarse mediante cualquier técnica conocida por los
expertos en la técnica (sintesis quimica, biolégica o genética, etc.). Pueden conservarse tal cual, o pueden
formularse en presencia de una sustancia de interés o cualquier excipiente aceptable.

Para la sintesis quimica, se emplean aparatos comerciales que pueden incorporar aminoacidos naturales, asi como
no naturales, tales como D-enantidmeros y restos con cadenas laterales con hidrofobicidades y obstrucciones
estéricas diferentes de las de sus homologos naturales (los denominados aminoacidos exdticos, es decir, no
codificados), o una secuencia peptidica que contiene uno o mas enlaces peptidomiméticos que pueden incluir, de
modo notable, la intercalacion de un grupo metileno (-CHz-) o fosfato (-PO2-), una amina secundaria (-NH-) o un
oxigeno (-O-) o un N-alquilpéptido.

Durante la sintesis es posible introducir diversas modificaciones quimicas, tales como, por ejemplo, colocar, en la
posicion N-terminal o C-terminal o sobre una cadena lateral, un derivado de lipido (o fosfolipido) o un constituyente
de un liposoma o una nanoparticula, para poder incorporar el péptido o pseudopéptido de la invencién dentro de una
membrana de lipidos, como la de un liposoma compuesto de una o mas capas lipidicas o bicapas o de una
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nanoparticula.

Los péptidos de la invencioén, o una parte proteica de estos, también pueden obtenerse a partir de una secuencia de
acido nucleico que los codifica. La presente invencion se refiere también a una molécula de acido nucleico que
comprende o que consiste en una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido tal como se definié
anteriormente. Mas en concreto, la invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende al menos
una secuencia que codifica un péptido de férmula general (l). Estas secuencias de acido nucleico pueden ser ADN o
ARN y pueden combinarse con secuencias de control y/o insertarse en vectores de expresion bioldgicos.

El vector de expresion bioldgico usado se selecciona segun el hospedante al cual se va a transferir. Puede ser, por
ejemplo, un plasmido, un cosmido, un virus, etc. La invencion se refiere, en particular, a estos acidos nucleicos y
vectores de expresion bioldgicos, que pueden usarse para producir los péptidos de la invencién, o sus partes
proteicas, en una célula hospedante. Estos vectores de expresion bioldégicos pueden prepararse y los péptidos
pueden producirse o expresarse en un hospedante mediante técnicas de ingenieria genética y de biologia molecular
muy conocidas por los expertos en la técnica.

La invencién también describe el uso de un péptido o pseudopéptido o multimero, tal como se definié anteriormente,
como un vector para la transferencia/transporte de moléculas de interés terapéutico, o de agentes de formacion de
imagenes o de diagndstico, o de cualquier otra molécula.

La invencién también describe el uso de un péptido o pseudopéptido o multimero, tal como se definié anteriormente,
para preparar un medicamento capaz de atravesar las membranas de las células de tejidos que expresan LDLR,
sanos o patoldgicos, y, en particular, a través de las barreras fisioldgicas BBB/BSCB y BRB.

La invencion también describe un método para permitir o mejorar el paso de una molécula a través de las
membranas celulares de tejidos que expresan LDLR (tales como el higado, las glandulas adrenales o el intestino),
sanos o patologicos, y, en particular, a través de las barreras fisiolégicas BBB/BSCB y BRB, que comprende el
acoplamiento de la molécula a un péptido o pseudopéptido o multimero de la invencion.

La invencion describe también un compuesto conjugado de formula (II) como sigue:
PxDy (1

en la que P representa un péptido o pseudopéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de
SEQ ID NO:1 a 5, D representa una sustancia activa o una sustancia de interés, y x e y son numeros enteros de
entre 1y 5. En una realizacion concreta, x e y son igual a 1, x es mayor que y, 0 y es mayor que X.

La invencion también se refiere a un compuesto conjugado de férmula (l1l) como sigue:
VxSzDy (1

en la que V representa un péptido o pseudopéptido o multimero de la invencién, S representa un espaciador, D
representa una sustancia activa o una sustancia de interés, x es un nimero entero entre 1y 5, e y e z son numeros
enteros entre 1y 10. En una realizacion concreta, x=z=y=1,0X=zZ>y,0y=z2>X,0Z>X>Y.

La sustancia activa o sustancia de interés puede ser cualquier molécula de interés farmacéutico, de forma notable
un agente terapéutico, de diagndéstico o de formacién de imagenes médicas, o una sonda molecular. En particular,
puede ser cualquier entidad quimica de interés bioldgico, tal como una molécula quimica pequefia (antibidtico,
antivirico, inmunomodulador, antineoplasico, antiinflamatorio, etc.), un péptido o polipéptido (tal como un
neuropéptido, una hormona), una proteina (enzima, de modo notable lisosémica, hormona, citoquina,
apolipoproteina, factor de crecimiento, antigeno, anticuerpo o una parte de un anticuerpo), un acido nucleico (acido
ribonucleico, ARNip, miARN o acido desoxirribonucleico de origen humano, virico, animal, eucariota o procariota,
vegetal o sintético, etc., cuyo tamafio puede variar desde el de un uUnico oligonucleétido al del genoma o un
fragmento de genoma), un genoma virico o un plasmido, una ribozima, un marcador o un trazador. En general, la
"sustancia de interés" puede ser cualquier ingrediente activo de farmaco, tanto un compuesto quimico, bioquimico,
natural o sintético. La expresién "molécula quimica pequefa" indica una molécula de interés farmacéutico con un
peso molecular maximo de 1000 Daltons, generalmente entre 300 Daltons y 700 Daltons.

En los compuestos conjugados de la invencion, el acoplamiento entre los diferentes restos puede realizarse por
cualquier medio de unién aceptable, tomando en cuenta la naturaleza quimica, la obstruccion y numero de
sustancias activas asociadas y péptidos o pseudopéptidos. Por tanto, el acoplamiento puede realizarse mediante
uno o mas enlaces covalentes, idnicos, de hidrégeno, hidréfobos o de Van der Waals, que pueden romperse o no
romperse en un medio fisiolégico o dentro de las células. Ademas, D puede acoplarse con V o P, si es necesario a
través de S, en diversos grupos reactivos y, de modo notable, en uno o mas extremos N-terminales y/o C-terminales
de V y/o en uno o mas grupos reactivos introducidos quimicamente o portados por las cadenas laterales de los
aminoacidos naturales o no naturales constitutivos de V.
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El acoplamiento puede realizarse en cualquier sitio del péptido o pseudopéptido en el que estan presentes grupos
funcionales naturales, tales como -OH, -SH, -CO,H, -NH,, -SO3H, -CN, -N3, -NCS, -PO,H, maleimida o éster de
succinimida, o estos han sido introducidos. Por tanto, una molécula terapéutica de interés o un agente de
diagnéstico (o de formacion de imagenes médicas) o cualquier otra molécula, tal como una sonda molecular, puede
unirse (acoplarse) al vector de péptido o pseudopéptido mediante un enlace covalente en el extremo N-terminal o C-
terminal, o en los grupos reactivos portados por las cadenas laterales de aminoacidos naturales o no naturales de
esta secuencia peptidica.

De manera similar, el acoplamiento puede realizarse en cualquier sitio de la sustancia activa o sustancia de interés
(molécula de interés terapéutico, agente de diagndstico o de formacidon de imagenes médicas o cualquier otra
molécula, tal como una sonda molecular) en la que, por ejemplo, estan presentes grupos funcionales naturales, tales
como -OH,-SH, -CO3H, -NH,, -SO3H, -CN, -N3, -NCS, -PO,H, maleimida o éster de succinimida, o estos han sido
introducidos.

Esta quimica de acoplamiento también es adecuada para conjugar péptidos o farmacos a una plataforma molecular,
tal como se describié anteriormente.

Resulta preferible que la interaccion sea suficientemente fuerte para que el péptido no se disocie de la sustancia
activa antes de alcanzar su sitio de accién. Por esta razon, el acoplamiento preferido de la invencién es el
acoplamiento covalente, pero también puede usarse un acoplamiento no covalente. La sustancia de interés puede
acoplarse directamente al péptido (sintesis en tandem) en uno de sus extremos terminales (N-terminal o C-terminal),
o0 a la cadena lateral de uno de los aminoacidos constitutivos de la secuencia o, en el caso de multimeros, a
cualquiera de los grupos funcionales introducidos. La sustancia de interés también puede acoplarse de modo
indirecto por medio de un conector o espaciador, a uno de los extremos terminales del péptido, o a la cadena lateral
de uno de los aminoacidos constitutivos de la secuencia (figura 1). Los medios para el acoplamiento quimico
covalente, tanto si se emplea un espaciador como si no se emplea, incluyen los seleccionados de agentes bi- o
multifuncionales que contienen grupos alquilo, arilo, PEG o peptidicos mediante ésteres, aldehidos o acidos de
alquilo o arilo, grupos anhidrido, sulfhidrilo o carboxilo, grupos derivados de bromuro o cloruro de cianégeno,
carbonildiimidazol, ésteres de succinimida, haluros sulfénicos, maleimidas, azida, isotiocianato, alquinos.

A este respecto, la invencion también se refiere a un método para preparar un compuesto conjugado, tal como se
definié anteriormente, que se caracteriza porque comprende una etapa de acoplamiento entre un péptido o
multimero y una sustancia D, si es necesario a través de S, preferiblemente mediante una via quimica, bioquimica o
enzimatica, o mediante ingenieria genética.

La invencién también se refiere a una composiciéon farmacéutica que se caracteriza porque comprende al menos un
compuesto conjugado, tal como se definié anteriormente, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

La invencion también se refiere a una composicion de diagndstico que se caracteriza porque comprende un agente
de diagnéstico o de formacion de imagenes compuesto de un compuesto conjugado tal como se definid
anteriormente.

El conjugado puede usarse en forma de cualquier sal farmacéuticamente aceptable. La expresion "sales
farmacéuticamente aceptables" se refiere, por ejemplo y de una manera no restrictiva, a sales de adicion de bases o
acidos farmacéuticamente aceptables, hidratos, ésteres, solvatos, precursores, metabolitos o estereoisémeros,
estando dichos vectores o conjugados cargados con al menos una sustancia de interés.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables” se refieren a sales no tdxicas que, en general, puede prepararse
haciendo reaccionar una base libre con un acido organico o inorganico adecuado. Estas sales conservan la eficacia
biolégica y las propiedades de las bases libres. Los ejemplos representativos de dichas sales incluyen sales
hidrosolubles e hidroinsolubles, tales como acetatos, N-metilglucamina amonio, amsonatos (4,4-diaminoestilben-
2,2’-disulfonatos), bencensulfonatos, benzonatos, bicarbonatos, bisulfatos, bitartratos, boratos, bromhidratos,
bromuros, buriratos, camsilatos, carbonatos, clorhidratos, cloruros, citratos, clavulanatos, diclorhidratos, difosfatos,
edetatos, edetatos de calcio, edisilatos, estolatos, esilatos, fumaratos, gluceptatos, gluconatos, glutamatos,
glicolilarsanilatos, hexafluorofosfatos, hexilresorcinatos, hidrabaminas, hidroxinaftoatos, yoduros, isotionatos,
lactatos, lactobionatos, lauratos, malatos, maleatos, mandelatos, mesilatos, metilboromuros, metilnitratos,
metilsulfatos, mucatos, napsilatos, nitratos, 3-hidroxi-2-naftoatos, oleatos, oxalatos, palmitatos, pamoatos (1,1-
metilen-bis-2-hidroxi-3-naftoatos, o emboatos), pantotenatos, fosfatos, picratos, poligalacturonatos, propionatos, p-
toluensulfonatos, salicilatos, estearatos, subacetatos, succinatos, sulfatos, sulfosalicilatos, suramatos, tanatos,
tartratos, teoclatos, tosilatos, trietyoduros, trifluoroacetatos y valerianatos.

Las composiciones de la invencién comprenden, de modo ventajoso, un vector o excipiente farmacéuticamente
aceptable. El vector farmacéuticamente aceptable puede seleccionarse de los vectores que se emplean
habitualmente segun cada modo de administracion. Segun el modo de administracion considerado, los compuestos
pueden estar en forma sdlida, semisdlida o liquida. Para las composiciones sdlidas, tales como comprimidos,
pildoras, polvos o granulos libres o incluidos en capsulas de gelatina, la sustancia activa puede combinarse con: a)
diluyentes, por ejemplo, lactosa, dextrosa, sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa y/o glicina; b) lubricantes, por
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ejemplo, silice, talco, acido estearico, su sal de magnesio o calcio y/o polietilenglicol; c) ligantes, por ejemplo, silicato
de magnesio y aluminio, pasta de almiddén, gelatina, tragacanto, metilcelulosa, carboximetilcelulosa sodio y/o
polivinilpirrolidona; d) disgregantes, por ejemplo, almidén, agar, acido alginico o su sal de sodio, o mezclas
efervescentes; y/o d) absorbentes, tintes, agentes aromatizantes y edulcorantes. Los excipientes pueden ser, por
ejemplo, manitol, lactosa, almidon, estearato de magnesio, sacarina sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa,
carbonato de magnesio y analogos de calidad farmacéutica. Para las composiciones semisdlidas, tales como
supositorios, el excipiente puede ser, por ejemplo, una emulsidn o suspensién oleosa, o con una base de
polialquilenglicol, tal como polipropilenglicol. Pueden prepararse composiciones liquidas, en particular inyectables, o
las que se incluyen en una capsula blanda, por ejemplo mediante disolucién, dispersion, etc., de la sustancia activa
en un disolvente farmacéuticamente puro, tal como, por ejemplo, agua, disolucién salina fisiolégica, dextrosa
acuosa, glicerol, etanol, aceite y sus analogos.

Las composiciones o conjugados de la invencién pueden administrarse mediante cualquier via adecuada y, de una
manera no restrictiva, por la via parenteral, tal como, por ejemplo, en forma de preparaciones que pueden inyectarse
por la via subcutanea, intravenosa o intramuscular; por via oral (o per os), tal como, por ejemplo, en forma de
comprimidos revestidos o no revestidos, capsula de gelatina, polvos, granulos, suspensiones o disoluciones orales
(una de estas formas de administracion oral puede ser con liberacion inmediata o con liberacién extendida o
retrasada); por via rectal, tal como, por ejemplo, en forma de supositorios; por via topica, en particular por via
transdérmica, tal como, por ejemplo, en forma de parches, pomadas o geles; por via intranasal, tal como, por
ejemplo, en forma de aerosol y pulverizado; por via perlingual; o por via intraocular.

Las composiciones farmacéuticas comprenden generalmente una dosis eficaz de un péptido o pseudopéptido o
conjugado de la invencion. Una "dosis terapéuticamente eficaz", tal como se describe en la presente, se refiere a la
dosis que produce un efecto terapéutico en un trastorno y programa de administracion concreto. Generalmente, es la
dosis promedio de sustancia activa que se administra para mejorar, de modo apreciable, algunos de los sintomas
asociados con una enfermedad o un estado patoldgico. Por ejemplo, cuando se trata un cancer del cerebro o de otro
tejido, una patologia, una lesién o un trastorno del SNC, la dosis de una sustancia activa que disminuye, previene,
retrasa, elimina o detiene una de las causas o sintomas de la enfermedad o trastorno seria terapéuticamente eficaz.

Una "dosis terapéuticamente eficaz" de una sustancia activa no cura necesariamente una enfermedad o un
trastorno, pero proporcionara un tratamiento para esta enfermedad o trastorno, de tal modo que su apariciéon se
retrasa, se impide o se previene, o sus sintomas se atenuan, o su condicién se modifica o, por ejemplo, se hace
menos grave, o se acelera la recuperacion del paciente.

Se entiende que la "dosis terapéuticamente eficaz" para una persona en particular dependera de diversos factores,
que incluyen la actividad/eficacia de la sustancia activa, el momento de su administracion, su via de administracion,
su tasa de eliminacion y su metabolismo, las combinaciones/interacciones con farmacos y la gravedad de la
enfermedad (o trastorno) tratada sobre una base preventiva o curativa, asi como la edad, el peso, la salud general,
el sexo y/o la dieta del paciente.

Dependiendo de la sustancia que se acopla, los conjugados y las composiciones de la invencion pueden usarse
para tratar, prevenir, diagnosticar o formar imagenes de numerosas patologias, de modo notable patologias que
afectan al SNC o al ojo, patologias infecciosas o canceres, enfermedades inflamatorias y/o cirrosis hepatica o
fibrosis, hepatocarcinomas, enfermedades de otros tejidos, tales como las glandulas adrenales y el intestino.

A este respecto, la invencion describe el uso de conjugados o composiciones farmacéuticos como se describid
anteriormente, para tratar o prevenir patologias o trastornos del SNC, tumores cerebrales u otras células de cancer,
patologias infecciosas bacterianas, viricas, parasitarias o fangicas del cerebro u otros tejidos, enfermedades
inflamatorias y/o cirrosis hepatica o fibrosis, hepatocarcinomas, enfermedades de otros tejidos, tales como las
glandulas adrenales y el intestino.

La invencion también describe el uso de conjugados o composiciones farmacéuticos como se describid
anteriormente, para diagnosticar o formar imagenes de patologias o trastornos oculares o del SNC, tumores
cerebrales u otras células de cancer, patologias infecciosas bacterianas, viricas, parasitarias o fungicas del cerebro
u otros tejidos, enfermedades inflamatorias y/o cirrosis hepatica o fibrosis, hepatocarcinomas, enfermedades de
otros tejidos, tales como las glandulas adrenales y el intestino.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar un tumor cerebral u otros tipos de células de cancer. En efectos, ciertos
estudios han demostrado que pacientes con ciertos canceres presentan hipocolesterolemia. Esta hipocolesterolemia
es consecuencia de un uso excesivo del colesterol por las células del cancer. Estas, para sobrevivir, inducen un
aumento en el nivel de expresion de LDLR dentro de los érganos con tumores (Henricksson et al., 1989, Lancet,
2(8673), 1178-1180). Por tanto, existe una correlacion entre el aumento en el nivel de expresion de LDLR por las
células y ciertos canceres. En fechas recientes, se ha demostrado que el nimero de LDLR es muy elevado sobre la
superficie de ciertas células patoldgicas, tales como células de cancer. En general se acepta que de 1000 a 3000
LDLR estan presentes en la superficie de una célula no patolégica. De modo similar, estan presentes pocos LDLR
en las células de la materia gris de la corteza (Pitas et al., 1987, J. Biol. Chem., 262, 14352-14360). En el caso del
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glioblastoma, se ha demostrado sobreexpresion de LDLR. Por tanto, sobre la superficie de células tumorales
cerebrales, se han contado de 125.000 (para células U-251) a 900.000 (para células SF-767) LDLR (Malentiska et
al., 2000, Cancer Res., 60, 2300-2303; Nikanjam et al., 2007, Int. J. Pharm., 328, 86-94). Debe advertirse que
muchas células tumorales sobreexpresan LDLR, tales como las del cancer de préstata (Chen et al., 2001, Int. J.
Cancer, 91, 41-45), cancer de colon (Niendorf et al., 1995, Int. J. Cancer, 61, 461-464), leucemia (Tatidis et al., 2002,
Biochem. Pharmacol., 63, 2169-2180), cancer colorrectal (Caruso et al., 2001, Anticancer Res., 21, 429-433), cancer
de mama (Graziani et al., 2002, Gynecol. Oncol., 85, 493-497), asi como canceres del higado, glandulas adrenales,
pancreas, ovarios, pulmon, etc.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar patologias infecciosas bacterianas, viricas, parasitarias o fungicas del
cerebro u otros tejidos, tales como y de una manera no restrictiva, SIDA o meningitis, etc. Los LDLR también estan
presentes sobre células hepaticas. Se sabe que puede producirse la endocitosis del virus de la hepatitis C (HCV) a
través de LDLR. Los LDLR pueden actuar como receptor virico en un estadio temprano de la infecciéon de
hepatocitos humanos por el HCV (Molina et al., 2007, J. Hepatol., 46(3), 411-419). Por tanto, los conjugados de la
invencion se pueden usar para dirigirse especificamente a células patoldgicas, infectadas por virus, tales como los
virus de la hepatitis B y hepatitis C, que expresan LDLR y/o para modular, a través de los LDLR, el proceso de
infeccion virica de células sanas. La invencion también se refiere al uso de conjugado o una composicion segun se
definié anteriormente, para tratar, formar imagenes y/o diagnosticar otras patologias hepaticas, tales como y de una
manera no restrictiva, hepatitis no virica provocada o no por el consumo de alcohol, inflamacién hepatica aguda,
cirrosis hepatica o fibrosis, cirrosis biliar primaria y otras patologias del tracto hepatobiliar, etc. (Poeltra et al., 2012,
J. Control Release, 161(2):188-197).

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
formar imagenes o tratar enfermedades de la glandula adrenal o del intestino que estan enriquecidos en LDLR.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar patologias neurodegenerativas, tales como y de una manera no restrictiva,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, accidentes
cerebrovasculares (CVA), encefalopatia espongiforme bovina, esclerosis multiple, esclerosis lateral amiotrdfica,
lesiones de la médula espinal, etc.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar patologias neurolégicas, tales como y de una manera no restrictiva,
epilepsia, migrafa, encefalitis, dolor del SNC, etc.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar la neurodegeneracion y procesos excitotoxicos, tales como y de una manera
no restrictiva, las consecuencias de una parada cardiorrespiratoria transitoria, ictus, isquemia neonatal, etc.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar patologias neuropsiquiatricas, tales como y de una manera no restrictiva,
depresion, autismo, ansiedad, esquizofrenia, etc.

La invencion también describe el uso de un conjugado o una composicidon segun se definid anteriormente, para
tratar, formar imagenes y/o diagnosticar patologias del ojo, tales como y de una manera no restrictiva, retinitis
pigmentosa, degeneracion macular, distrofia de los conos-bastones (CORD), separacion retiniana, desprendimiento
de retina, retinopatia hipertensiva y retinopatia diabética, retinoblastoma, lipemia retinalis, etc.

Los términos "tratamiento”, "tratar" y otras expresiones similares se refieren a obtener un efecto farmacolégico y/o
fisioldgico, por ejemplo, la inhibicion del crecimiento de células de cancer, la muerte de células de cancer o la mejora
de una enfermedad o un trastorno neurolégico u ocular. El efecto puede ser profilactico o preventivo para prevenir
completa o parcialmente el agravamiento de una enfermedad o un sintoma de dicha enfermedad en una persona
enferma, o su propagacion en sujetos sanos y/o puede ser terapéutico para tratar completa o parcialmente una
enfermedad y/o sus efectos perjudiciales relacionados. El término "tratamiento”, tal como se emplea en el presente
documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero y, mas en concreto, en el ser humano, y
comprende: (a) la prevencion de una enfermedad (por ejemplo, la prevencion del cancer) o un trastorno que puede
surgir en una persona predispuesta a esta patologia o trastorno, pero que todavia no ha recibido un diagndstico
positivo, (b) el frenado de una enfermedad (por ejemplo, deteniendo su desarrollo), o (c) el alivio de una enfermedad
(por ejemplo, reduciendo los sintomas asociados con una enfermedad). Este término "tratamiento" también cubre
cualquier administracion de una sustancia activa para atender, curar, aliviar, mejorar, disminuir o inhibir un trastorno
en un individuo o paciente que incluye, pero no se limita a la administracion, a una persona que lo necesita, de un
farmaco compuesto por un vector o conjugado segun se describe en el presente documento.

La presente invencion también describe el uso de un péptido o pseudopéptido de la invenciéon para aumentar la
actividad bioldgica de una sustancia activa o de una sustancia de interés (molécula terapéutica de interés, agente de
diagndstico o de formacion de imagenes médicas, o cualquier otra molécula, tal como una sonda molecular) al cual
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esta acoplado.

La presente invencién también describe el uso de un péptido o pseudopéptido dela invencién para disminuir la
toxicidad de una sustancia activa o de una sustancia de interés (molécula terapéutica de interés, agente de
diagndstico o de formacion de imagenes médicas, o cualquier otra molécula, tal como una sonda molecular) al cual
esta acoplado.

Otros aspectos y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la consideracion de los siguientes
ejemplos, cuya naturaleza es solo ilustrativa y no limitan el alcance de la presente solicitud.

EJEMPLOS

Ejemplo I: Sintesis de péptidos y acoplamiento con una molécula indicadora (biotina, fluoresceinas, rodaminas,
cianinas o péptido Stag con actividad enzimatica)

Se sintetizaron péptidos mediante el método de sintesis peptidica en fase sdlida ("solid phase peptide synthesis",
SPPS) en un sintetizador Advanced ChemTech Apex396 (AAPPTec) o un sintetizador de microondas (CEM)
Liberty™, usando una estrategia de Fmoc/tBu sobre una resina Rink Amide AM sobre poliestireno-DVB al 1%, Wang
sobre poliestireno-DVB al 1%, Barlos (cloruro de 2-clorotritilo) sobre poliestireno-DVB al 1%, Sieber Amide sobre
poliestireno-DVB al 1%. La carga (o sustitucion) es de entre 0,25 mmol/g y 1,6 mmol/g segun la resina usada.

Los aminoacidos N-protegidos por Fmoc (o Boc para ciertos extremos N-terminales) y/o protegidos por funciones
ortogonales (de forma notable, funciones labiles frente a acidos) en sus cadenas laterales, el acoplamiento quimico y
los reactivos de desproteccion y los disolventes se adquirieron en empresas especializadas y se emplearon tal cual.

Las resinas Rink Amide y Wang permiten sintetizar secuencias peptidicas completamente desprotegidas en sus
cadenas laterales y sus extremos C-terminales. Esta es, por tanto, una SPPS bidimensional (Fmoc/tBu) ortogonal.

Las resinas Barlos y Sieber hipersensibles labiles frente a acidos ("hypersensitive acid labile", HAL),
respectivamente, permiten la liberacion de la funcion acido o amida terminal (C-terminal), al mismo tiempo que se
conservan las protecciones laterales ortogonales de los diversos aminoacidos del péptido sintetizado, asi como la
proteccion de amina terminal (N-terminal) de la funcién amina de su ultimo aminoacido (por ejemplo, N-acetilacion
por cuestiones de estabilidad de la secuencia peptidica neosintetizada). Este tipo de resinas, a través de una
estrategia de sintesis con Fmoc (Proti), permiten usar protecciones laterales ortogonales labiles frente a acidos
(Protz: Boc, tBu, OtBu, Trt, Mmt, Acm, etc.), que se rompen solo en un medio fuertemente acido, mientras que el
péptido protegido se rompe en condiciones acidas muy débiles. Este tipo de ruptura permite recuperar la secuencia
peptidica completamente protegida en sus funciones laterales (Proty), con vistas, en particular, a acoplar una
molécula terapéutica de interés con el péptido. Esta es, por tanto, una SPPS tridimensional (Barlos o
Sieber/Fmoc/tBu) ortogonal.

Las protecciones laterales ortogonales convencionales (Prot;) usadas para cada aminoacido durante la sintesis del
péptido son: Arg(N-Pbf), Arg(N-Pmc), Asn(N-Trt), Asp(O-tBu), Cys(S-Acm), Cys(S-Mmt), Cys(S-4MeBn), Cys(S-tBu),
Cys(S-Tmob), Cys(S-Trt), Glu(O-tBu), GIn(N-Trt), His(N-Trt), Lys(N-Boc), Pen(S-Acm), Pen(S-Trt), Ser(O-tBu),
Thr(O-tBu), Trp(N-Boc), Tyr(O-tBu) (Applied Biosystems, 1998, Cleavage, Deprotection, and Isolation of Peptides
after Fmoc Synthesis, Technical Bulletin). Gly, Sar, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Met, Pro, Pip y Thz no tienen protecciones
laterales, puesto que sus respectivas estructuras quimicas no lo necesitan.

Los aminoacidos se acoplan a través de la activacion de la funcién acido del aminoacido n+1 usando
DIEA/HBTU/HOBt o DIPC/HOBt en DMF.

La desproteccion del grupo Fmoc (Prot) de un nuevo aminoacido acoplado de esta forma se realiza usando
piperidina al 20% en DMF.

El dltimo aminoacido acoplado durante la secuenciacion del péptido estara protegido por una funcién Boc (con vistas
a liberar su funcion amina terminal libre al final de la sintesis) o estara acetilado (para estabilizar el neopéptido
sintetizado, pero también para reducir los riesgos de reacciones secundarias durante el acoplamiento covalente de
la molécula terapéutica de interés en la posicion C-terminal, por ejemplo) o estara propionilado.

Segun el péptido sintetizado, se obtienen puentes disulfuro mediante ciclacion intramolecular a partir de dos
funciones tiol de dos Cys protegidas de modo adecuado (Acm, Trt, tBu, etc.), en disoluciéon o sobre una resina,
usando reactivos que emplean habitualmente los expertos en la técnica: H;O/AcOH/(NH4),CO3/DMSO,
H20/AcOH/(NH4) 2COs3, 12/[DMF, Io/HFIP/DCM, TFA/DMSO/anisol, 1/DCM/MeOH/H,0, etc. Una Cys en la posicion N-
terminal puede ser reemplazada, de modo ventajoso, por Pen o Mpa para la ciclacion a través de un puente
disulfuro. También pueden obtenerse puentes de lantionina (mediante ciclacion a través de deshidroalanina) o
dicarba (mediante ciclacion a través de alilGly) mediante vias de sintesis conocidas por los expertos en la técnica.
Puede crearse un puente de lactama entre la funcion acido lateral de un resto Glu (o Asp) y una funcién amina
lateral sobre una Lys o una amina N-terminal. De forma similar, la ciclacion entre la funcién amina N-terminal y la
funcién acido C-terminal (cabeza/cola) puede realizarse a través de un enlace amida, igual que la ciclacion entre la
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funcién amina lateral de Lys y la funcion acido C-terminal del péptido.

Los péptidos en las resinas Barlos o Sieber pueden romperse mediante métodos que habitualmente emplean los
expertos en la técnica, con TFA al 0,5% (en v/v) en DCM, o con AcOH/TFE/DCM (1/1/3), o con HFIP (al 30%) en
DCM, o con TFE (al 30%) en DCM, etc. La desproteccion de las cadenas laterales y la ruptura de los péptidos en las
resinas Rink Amide o Wang se realizan mediante métodos que habitualmente emplean los expertos en la técnica:
con TFA/H.O/TIS o TIPS (95/2,5/2,5), o con TFA/H,O/EDT/TIS o TIPS (94/2,5/2,5/1), o con TFA/tioanisol/H,O
(94/5/1), o con TFA/TIS/H,Oltioanisol (90/5/3/2), o con TFA/H.O/fenol/tioanisol/EDT (82,5/5/5/5/2,5), etc.

En general, se introducen biotinas, fluoresceinas (FITC), rodaminas (rodamina RED-X), cianinas (Cy3.5) o STag
(véase el ejemplo IV a continuacioén) en la posicion C-terminal o N-terminal, y estos indicadores a veces se acoplan
en la posicion N-terminal, segun los métodos de sintesis y acoplamiento clasicos conocidos por los expertos en la
técnica.

Los péptidos se aislan y se purifican mediante HPLC en un aparato Beckman System Gold 126 con una columna
Chromolith C18 (4,6 mm x 50 mm) o Nucleosil C18 (10 mm x 250 mm), por ejemplo con un gradiente de acetonitrilo
del 0% al 100% en una fase acuosa (H2O + TFA al 0,1%) en 3,5 min, después del 100% al 0% en 1,5 min (caudal:
de 1 ml/min a 5 ml/min), o en un sistema Waters 1525 con una columna Chromolith Speed ROD RP-18 (4,6 mm x 50
mm) (fase estacionaria) con deteccién mediante un detector Waters 996 PDA (190 nm - 400 nm), o en un sistema
Waters Alliance 2690 con una columna Chromolith Performance RP-18 (3 mm x 100 mm) (fase estacionaria) con
deteccion mediante un detector Waters 996 PDA (190 nm-400 nm). La deteccion de UV se realiza a 214 nm y a 254
nm.

Las purificaciones preparativas se realizan con un sistema Waters Prep LC 4000 con una columna Guard-Pak™
(fase estacionaria) con cartuchos Delta-Pak™ C18 (25 mm x 10 mm) con un detector de absorbancia de longitud de
onda dual Waters 2487 .

Los pesos moleculares se determinan usando un espectrémetro de masas de ionizacion de electronebulizacion
(ESI) en modo positivo. Los espectros se obtienen usando un Waters Micromass Quattro Micro (analizador de
cuadrupolo) equipado con un sistema de HPLC Waters Alliance 2690 que permite el acoplamiento de LC-MS.

Las condiciones del analisis de LC-MS usadas son las siguientes:

- Columna Chromolith Flash C18 (4,6 mm x 25 mm),

- caudal de 3 ml/min,

- gradiente lineal desde 0% al 100% de B en 2,5 min (A: H20 al 0,1%/HCO,H; B: ACN al 0,1%/HCO2H).

Los espectros de masas en modo de electronebulizacion positivo se adquieren a un caudal de 100-200 pl/min. Los
datos se obtienen en el modo de barrido de 200-1700 n/z con intervalos de 0,1 s.

Ejemplo II: Disefio del vector de péptido
Se determiné la capacidad de los péptidos para unirse a hLDLR.

Para este fin se cultivaron células CHO-hLDLR-RFP adherentes y confluentes en placas de 6 pocillos. Se emplearon
tres pocillos de células por condicion.

Se prepar6 una disolucion que contenia 10 uM de un péptido de referencia 1 (denominado "SEQ ID NO:17", cuya
secuencia de aminoacidos se describe como SEQ ID NO:17 en el documento WO2011/131896) unido a Stag ("SEQ
ID NO:17-Stag") en medio de cultivo HamF12-BSA al 1%. A esta disolucion se le afiadié 10 uM del péptido para la
evaluacion (competicion).

También se prepararon varias disoluciones control:

(i) Medio HamF12-BSA al 1%.

(i) Medio HamF12-BSA al 1% + péptido control CTRL-STag 10 uM (evaluacion de la union no especifica de
cualquier péptido que comprenda STag).

(iii) Medio HamF12-BSA al 1% + péptido SEQ ID NO:17-STag 10 uM + péptido control CTRL 10 uM (evaluacion de
la competicion "no especifica” entre el péptido de interés y el péptido control CTRL).

Las estrategias de FRET usadas son las que se describen en el ejemplo l.

Los resultados obtenidos se presentan en la siguiente tabla 1. La tabla ofrece los resultados de las competiciones en
porcentaje de vector de péptido de referencia (SEQ ID NO:17-STag), afinidad por hLDLR, desplazado por los
péptidos de la invencién. Cuanto mayor es el valor de desplazamiento, mas afinidad tiene el péptido por hLDLR.
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Cuando este valor es mayor que 50%, el péptido tiene una afinidad mayor que la del péptido de referencia 1.

Tabla 1
Péptidos Desplazamiento del péptido control
SEQ ID NO:1 100%
SEQ ID NO:2 93%
SEQ ID NO:3 70%
SEQ ID NO:4 67%
SEQ ID NO:5 100%
Péptido de referencia 1 (“SEQ ID NO:17-Stag”) 50%

Los resultados presentados demuestran que los péptidos de la invencion, que comprenden la secuencia de
aminoacidos de cualquiera de SEQ ID NO:1 a 5, tienen una afinidad muy superior por el LDLR humano que el
péptido de referencia 1. Estos resultados son particularmente interesantes considerando el pequefio tamafio de los

péptidos.

Ademas, la afinidad de unién Kp de los péptidos de la invencién, medida usando la resonancia de plasmén de
superficie (Biacore®), también muestra unos resultados notables. Por ejemplo, el péptido de SEQ ID NO:1 muestra
un valor bajo de Kp de 22 nM.

Tabla 2
Péptidos de Kon (M-1s™) koft (s™) Ko (M) Rmax
ensayo
SEQ ID NO:17 5,77TE+05 5,05E-02 8,82E-08 20
SEQ ID NO:1 3,04E+06 6,53E-02 2,24E-08 21
D1(SEQ ID NO:17); - - < 1E-09 -
D2(SEQ ID NO:1), - - < 1E-09 -
Fc-SEQ ID NO:43 5,55E+03 7,10E-05 1,33E-08 268
Fc-SEQ ID NO:1 1,03E+06 2,20E-04 2,13E-10 186

También se evalud la estabilidad en plasma in vitro (es decir, la semivida o ti2) de los péptidos de la invencion.
Brevemente, cada péptido se incubd durante hasta 8 horas a 37 °C en sangre de raton Swiss (CD-1) recién
recolectada, y el analito se cuantificé en la fracciéon plasmatica en varios momentos usando un método analitico de
cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Los resultados demuestran que todos los
péptidos de la invencion muestran unos valores de semivida in vitro de al menos 3,9 horas y hasta 9,2 horas.

Tabla 3

Péptidos de ensayo

Semivida in vitro (h)

SEQ ID NO:1 4,0
SEQ ID NO:2 4,9
SEQ ID NO:3 5,9
SEQ ID NO:4 3,9
SEQ ID NO:5 9,2
Péptido de referencia 2 1,5
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Péptido de referencia 1 3,0

Por consiguiente, los péptidos o pseudopéptidos de la invencion tienen las siguientes propiedades farmacologicas
notables:

(i) una afinidad aparente (Km) por hLDLR en el intervalo de 100 nM, y una afinidad (Kp) en el intervalo de 10 nM, que
es muy superior a los péptidos anteriores y esta adaptada a la union, la endocitosis, la excrecion-liberacion/post
transcitosis o intracelular del péptido (Yu et al., 2011, Sci. Transl. Med., 25 de mayo, 3(84):84ra44);

(i) caracteristicas fisicoquimicas que favorecen su especificidad por el hLDLR (conformacién constrefiida debido a la
ciclacion por puente disulfuro); un tamafio reducido a 8 aminoacidos; hasta 4 aminoacidos no naturales para
estimular su especificidad por este receptor;

(iii) una mayor resistencia a la proteolisis enzimatica: mientras que los péptidos enddgenos y, en general, los
péptidos lineales pequefios que contienen solo aminoacidos naturales tienen una semivida (t1,2) in vitro muy corta en
sangre, generalmente en un intervalo muy pequefio (Foltz et al., 2010, J. Nutr., enero, 140(1):117-118), la t1,2 de los
péptidos de la invencion varia de 1,5 horas hasta 9,2 horas;

(iv) un tamafio pequefio y un peso molecular cercano a 1 kDa, lo cual permite reducir los costes de la sintesis y de la
futura produccion a escala industrial.

Ejemplo IlI: Unién y endocitosis de los péptidos sintetizados con afinidad por hLDLR en lineas celulares CHO-LDLR-
GFP

Los péptidos de la invencién se acoplan/conjugan en la posicion C-terminal o N-terminal con diversas moléculas
indicadoras, rodamina Red-X, Cy3.5, FITC o STag, separadas por un espaciador compuesto, en general, por tres
restos Gly (figura 2). El STag (un péptido de 15 aminoacidos derivado de la secuencia 1-15 de la ribonucleasa
pancreatica bovina A), por una parte, puede ser reconocido por un anticuerpo anti-STag en estrategias de
inmunocitoquimica o FACS y, por otra parte, puede reconstituir su actividad enzimatica uniéndose a la proteina S de
ribonucleasa (porcion C-terminal, aminoacidos 21-124) en ensayos de actividad in vitro usando el kit de ensayo
FRETWorks STag (Novagen 70724-3). La ribonucleasa activada de esta forma digiere un sustrato de ARN liberando
un agente fluorescente enmascarado que se visualiza mediante FRET ("fluorescence resonance energy transfer",
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia) y se cuantifica en una placa de 96 pocillos en un
espectrofluorimetro Beckmann. Para estos experimentos de FRET se emplean células CHO control, y se reemplazé
la GFP condensada en la posicién C-terminal con hLDLR y mLDLR, que genera un fuerte ruido de fondo a las
longitudes de onda usadas para FRET, por proteina fluorescente roja (RFP). Por tanto, las lineas celulares estables
generadas por los experimentos de FRET fueron CHO-RFP y CHO-hLDLR-RFP.

Para las estrategias de FRET, las células se lavan dos veces con 2 ml de PBS y después se incuban durante 1 h a
37 °C con 250 pl de disolucion de péptido. De nuevo se lavan dos veces con 2 ml de PBS y después dos veces con
1 ml de PBS, y después se raspan en 1 ml de PBS y se centrifugan durante 5 min a 1250 rpm. Después el
sobrenadante se aspira y el sedimento celular se lisa en 80 ul de PBS + Triton X100 al 0,1%. Se analizan 20 pl de
cada lisado celular midiendo la emision de fluorescencia después de la reaccién de FRET.

Asi, se realizan experimentos que implican la incubacién de péptidos con diversas células que expresan hLDLR, que
demuestran que los péptidos se unen a las células CHO-LDLR-GFP y que sufren una endocitosis para acumularse
en las células de la linea celular que expresa hLDLR, lo cual no es el caso para los péptidos de control. En estos
experimentos, la incubacion preliminar de los péptidos conjugados con STag, con un anticuerpo primario (Ab
primario) dirigido contra STag, y un anticuerpo secundario (Ab secundario) dirigido contra el anticuerpo primario,
demuestra que el complejo entre un péptido-STag, un Ab primario y un Ab secundario se une a células que
expresan hLDLR vy es internalizado por endocitosis. Estos resultados indican que los péptidos de esta invencion
pueden unirse a células que expresan hLDL y vectorizan grandes cargas (dos anticuerpos), es decir, estas cargas
son internalizadas por endocitosis.

Para evaluar mas a fondo el trafico subcelular preciso de péptidos conjugados con STag, se realizaron experimentos
de pulso y caza en células CHO-hLDLR-GFP (figura 3). En estos experimentos, el complejo compuesto de péptido
SEQ ID NO:1-STag/anticuerpo primario/anticuerpo secundario se incuba con células CHO-hLDLR-GFP durante 30
minutos a 4 °C, junto con LDL, el ligando natural de LDLR, acoplado con la sonda fluorescente Dil (Dil-LDL).
Después las células se lavan 3 veces con 1 ml de PBS y se incuban en medio de caza durante 5 minutos (figura 3 -
T5), lo cual permite la acumulacion de vesiculas endociticas citoplasmica, o durante 3 horas (figura 3 - T180), lo cual
permite el trafico y la fusion de los endosomas con lisosomas, en donde el ligando natural LDL se acumula, mientras
que el LDLR se vuelve a reciclar a la membrana plasmatica a través de la via endosdmica de reciclaje. Después las
células se fijan con PFA al 4% durante 10 minutos y se procesan sin permeabilizacién. Los resultados indican que i)
los péptidos de la invencion se unen especificamente a hLDLR expresados en la superficie de células y sufren una
endocitosis mediada por LDLR sin alterar la unién y la endocitosis de LDL, el ligando natural de LDLR, ii) tras la
endocitosis, una parte sustancial de estos péptidos sigue la misma via de trafico intracelular que LDL, lo cual
conduce, en Uultimo término, a la fusion de las vesiculas que contienen el péptido con los lisosomas (figura 3 -
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T180/cuadrado 2), mientras que otra parte que varia entre los analogos de péptidos sigue la misma via de reciclaje
que LDLR (figura 3 - T180/cuadrado 1).

Ejemplo IV: Toxicidad, endocitosis y transcitosis de los péptidos sintetizados con afinidad por LDLR en células
endoteliales en modelos de BBB in vitro

Los efectos toxicos potenciales de los péptidos sobre las células endoteliales, la unién/acumulaciéon de péptidos en
estas células, y el paso por transcitosis de los péptidos se evalia en modelos de BBB in vitro. Las células necesarias
para construir el modelo de cocultivo son células endoteliales de capilares cerebrales de rata o raton (BCEC) y
astrocitos de rata o ratén. Este tipo de modelo de BBB in vitro se emplea para evaluar el paso pasivo o el transporte
activo de numerosas moléculas, de modo notable agentes farmacoldgicos, a través de las BCEC vy, por tanto, por
extrapolacion, su capacidad para alcanzar el tejido del SNC in vivo. Los diferentes modelos desarrollados hasta la
fecha (modelos bovinos, porcinos, murinos, humanos) presentan propiedades ultraestructurales caracteristicas del
endotelio cerebral, de modo notable zonas de unién estrecha, ausencia de fenestraciones, ausencia de canales
transendoteliales, baja permeabilidad a moléculas hidrofilas y alta resistencia eléctrica. Ademas, estos modelos han
demostrado unas correlaciones sélidas entre los resultados de las mediciones tomadas en diversas moléculas
evaluadas in vitro e in vivo para su propiedad de pasar a través de la BBB. Hasta la fecha, todos los datos obtenidos
demuestran que estos modelos de BBB in vitro imitan en gran medida la situacion in vivo reproduciendo algunas de
las complejidades del entorno celular que existe in vivo, al mismo tiempo que conservan las ventajas asociadas con
la experimentacién con cultivos celulares.

Por ejemplo, el modelo de BBB de rata in vitro pone en juego un cocultivo de BCEC vy astrocitos. Antes del cultivo
celular, se tratan inserciones de membrana (Millicell porosidad 1,0 um; para placas de 6 pocillos o de 12 pocillos)
sobre la parte superior con colageno de tipo IV y fibronectina para permitir la adhesion 6ptima de las BCEC y para
crear las condiciones de una lamina basal. Se establecen cultivos primarios de astrocitos mixtos a partir de corteza
cerebral de rata neonatal (Dehouck et al., 1990, J. Neurochem., 54, 1798-1801). Brevemente, después de retirar las
meninges, el tejido cerebral se hace pasar a través de un tamiz de nailon de 82 um . Los astrocitos se distribuyen en
pocillos de microplacas a una concentracién de 1,2 x 10° células/ml con 2 ml de medio de cultivo éptimo (DMEM)
suplementado con suero de ternera fetal inactivado con calor al 10%. El medio se cambia dos veces por semana.
Las BCEC se cultivan en presencia de medio DMEM/F12 suplementado con suero derivado de plasma pobre en
plaquetas bovino al 20% (v/v), glutamina 2 mm, gentamicina 50 ng/ml y factor de crecimiento de fibroblastos basico
1 ng/ml, afadido cada dos dias. Las BCEC entonces se distribuyen sobre la superficie superior de los filtros en 2 ml
de cocultivo. Este medio de BCEC se cambia tres veces por semana. Bajo estas condiciones, las BCEC
diferenciadas forman una monocapa de células confluyentes siete dias después.

Para ensayar su toxicidad, los péptidos de la invencidon condensados o conjugados quimicamente con el fragmento
Fc humano de un anticuerpo IgG1 se incuban en la camara superior del sistema de cultivo, en contacto con las
células endoteliales durante 30 min o 2 h. El medio de cultivo de la camara inferior se recoge en diversos momentos
y se cuantifica el fragmento Fc mediante un ELISA de "sandwich". En todos los pocillos analizados se emplea
amarillo de Lucifer (LY), una pequefia molécula fluorescente que no atraviesa la BBB, en primer lugar para evaluar la
integridad de la BBB in vifro, y en segundo lugar para la coincubaciéon del péptido para evaluar la ausencia de
toxicidad de los péptidos para las células endoteliales que forman esta BBB. El medio de cultivo se recoge en
diferentes momentos y se cuantifica la fluorescencia mediante una fluorimetria. Los resultados se expresan como
permeabilidad de la superficie endotelial (o Pe) en 10 cm/min. La barrera in vitro se considera "permeable" o
"abierta" si el valor Pe de LY es mayor que 0,6 x 10° cm/min. La resistencia eléctrica transendotelial
("transendothelial electrical resistance", TEER), medida con un ohmetro y expresada en ohm.cm?, también permite
medir la integridad de la BBB in vitro durante los ensayos de paso a través de la BBB. El valor umbral de calidad se
ajusta a >500 ohm.cm?.

Los experimentos realizados muestra la ausencia de toxicidad de los péptidos, asi como para el péptido de control
usado, y la ausencia de efectos perjudiciales sobre las propiedades de permeabilidad de la BBB.

Como control, se cuantificd Dil-LDL en el compartimento inferior del modelo de BBB in vitro (figura 5-J, curva WT).
La grafica muestra la saturacion del transporte a 4 ug por insercion. Para confirmar la especificidad de la sefial de
LDLR que se cuantificé con Dil-LDL, este experimento se repitid con un modelo de BBB in vitro basado en BCEC
procedentes de ratas LDLR -/- (KO). La grafica de la figura 5-J demuestra que no se produce transporte de Dil-LDL a
través de la monocapa de BCEC hacia el compartimento inferior cuando se preparan a partir de ratas LDLR -/-
(existen diferencias significativas entre los experimentos con BCEC de ratas WT y LDLR -/-).

La unién/captacion de LDLR en la BBB in vitro del péptido de la invencion conjugado con el fragmento Fc humano
(Fc-SEQ ID NO:43 y Fc-SEQ ID NO: 1) se verificd en el modelo de rata in vitro descrito anteriormente (figura 7). Este
analisis se realiza midiendo, mediante un ELISA de "sandwich", la cantidad del fragmento Fc o el fragmento Fc
conjugado con el péptido de la invencién, acumulado en las células endoteliales y los pocillos receptores en diversos
momentos (de 30 min a 2 h) y concentraciones (de 0,1 a 0,4 uM). La ausencia de toxicidad se evalia midiendo la
integridad de la BBB en los diversos pocillos analizados por medio de la medicion simultanea del nivel de LY que
pasa desde un compartimento a otro como una funcién del tiempo.
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Ejemplo V: Fusién biomolecular del péptido de referencia 2 y acoplamiento bioquimico del péptido de referencia 1y
de SEQ ID NO:1, al fragmento constante de un anticuerpo IgG1 humano (fragmento Fc) y evaluacién de la union,
endocitosis y RMT en una linea de células CHO hLDLR y un modelo de BBB de rata in vitro

Algunos de los péptidos que presentan afinidad por los hLDLR se ensayaron para su capacidad para estimular la
union y/o la endocitosis y/o la transcitosis de un fragmento Fc unido covalentemente a hLDLR expresados en lineas
celulares o en células endoteliales primarias. Para este fin, los inventores clonaron la secuencia que codifica el
péptido SEQ ID NO:43 en fusion con el fragmento Fc, o acoplaron quimicamente los péptidos SEQ ID NO:17 y SEQ
ID NO:1 al mismo fragmento Fc.

Para producir el fragmento Fc condensado con el péptido SEQ ID NO: 43, se generd una construccion de plasmido
basada en el plasmido pINFUSE higG1-Fc2 (InvivoGen), que se empled como molde. Se sintetizd6 un megacebador
que codifica Fc-SEQ ID NO:43 mediante PCR como se describe en el documento WO2011/131896. El producto de
la reaccion de PCR (Fc-SEQ ID NO:43) se purifico, se digirid con Dpnl (una enzima que digiere el ADN metilado de
origen) y se emple6 como megacebador en una segunda reaccion de PCR realizada con el plasmido pINFUSE
hlgG1-Fc2 usado como matriz empleando el kit de mutagénesis dirigida a sitio QuickChange Il (Agilent). Después de
la transformacion de bacterias competentes se obtuvieron colonias aisladas y se prepard el ADN del plasmido, y la
construccion de ADNc se secuencié para ambas hebras para la verificacion. Este vector, denominado pFc-SEQ ID
NO:43, permite la expresion del fragmento Fc condensado en su N o C-terminal con el péptido SEQ ID NO:43
después de la transfeccion de células de mamifero. Se transfectaron células de rifion embrionario humano (HEK
293) usando lipofectamina 2000 (Invitrogen) con el plasmido pFc-SEQ ID NO:43. Setenta y dos horas después de la
transfeccion, se purificd la proteina Fc-SEQ ID NO:43 contenida en el sobrenadante del cultivo usando el kit de
purificacién de proteina A Prosep (Millipore). La proteina de fusién purificada se ensayd mediante un ensayo de
ELISA de "sandwich" y después se uso para realizar ensayos en células hLDLR CHO, células endoteliales primarias
y modelos de BBB in vitro.

Para el acoplamiento quimico de los péptidos SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:1 al fragmento Fc (Millipore), se empled
el kit de reticulacion de proteina-proteina controlada Controlled Protein-Protein Crosslinking Kit (Thermo Scientific).
Los péptidos SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:1 se sintetizaron para que portasen un grupo sulfhidrilo libre (cisteamida)
disponible para su enlace con un fragmento Fc purificado con grupos maleimida afiadidos a aminas primarias del
fragmento Fc. Se considerd que el nimero de moles de péptido por mol de fragmento Fc era de 1 a 7. Las proteinas
obtenidas se denominaron Fc-SEQ ID NO:17 y Fc-SEQ ID NO:1 y se ensayaron mediante un ensayo ELISA de
"sandwich". Después se utilizaron para realizar ensayos en células CHO hLDLR.

La unién y endocitosis de Fc-SEQ ID NO:43 y de Fc-SEQ ID NO:1 también se evalué mediante inmunocitoquimica
usando experimentos de pulso y caza (figura 4). Brevemente, se incubaron células CHO-hLDLR-GFP durante 30
minutos a 4 °C con Fc-péptidos a una concentracion de 5 nM, después se lavaron a fondo y se incubaron durante 5
minutos a 37 °C en medio de caza para permitir la acumulacién de vesiculas endociticas citoplasmicas. Después las
células se fijaron con PFA al 4% durante 10 minutos y se permeabilizaron con PBS/Triton X100 al 0,1% durante 10
minutos antes de inmunotefiir con un anticuerpo anti-Fc humano conjugado con Alexa 594. El péptido SEQ ID NO:43
condensado al fragmento Fc y el péptido SEQ ID NO:1 unido quimicamente al fragmento Fc sufren una endocitosis
mediada por LDLR, segun se observa con los péptidos acoplados a STag. No se observa unién para el Fc solo. No
se observa union en las células CHO WT (no se muestra).

Las BCEC de rata procedentes del modelo de BBB in vitro, segun se describe en el ejemplo V, se usaron en los
experimentos de unién/captacion y de transporte de Fc-SEQ ID NO:43 frente al fragmento Fc solo usado como
control negativo, y de Fc-SEQ ID NO:1 frente a Fc-CTRL (mezcla de SEQ ID NO:43) como control negativo. Se
evaluo la expresion de los LDLR y su funcionalidad por RMT en el modelo de BBB in vitro (figura 5). Después se
incub6 Fc-SEQ ID NO:43 frente a Fc a diferentes concentraciones durante 30 min en RBCEC vivas a 37 °C (figura 7-
A). También se incubd Fc-SEQ ID NO:1 frente a Fc-CTRL a 0,1 uM durante 30 min (figuras 6-G y 6-H) o durante 2 h
en RBCEC vivas a 37 °C (figura 7-B). Después de esta coincubacion, la monocapa de células se lavé a fondo y se
fijo6 con PFA al 4%. La monocapa de células se permeabilizd con una disolucién de Triton X100 al 0,1%. Se
revelaron Fc, Fc-SEQ ID NO:43, Fc-SEQ ID NO:1 y Fc-CTRL usando un anticuerpo primario contra el fragmento Fc
humano (figura 6). Después se empled la microscopia confocal para evaluar la colocalizacién entre la fluorescencia
de las vesiculas de Dil-LDL y Fc-SEQ ID NO:43 (figuras 6-A a D). También se realizaron los mismo experimentos
con BCEC de rata procedentes de ratas LDLR -/- (KO) (laboratorios SAGE de Sigma Aldrich) (figuras 6-E y 6-F).
Este experimento confirmé el papel del LDLR en la union y endocitosis de Dil-LDL, puesto que no se observé union
de Dil-LDL en las BCEC de ratas LDLR -/-. Al mismo tiempo, no se detecté unién de Dil-LDL ni tincién de Fc-SEQ ID
NO:43 en BCEC de LDLR -/- .

Para confirmar la unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:43 y Fc-SEQ ID NO:1 a BCEC, se evaluaron diferentes tiempos
y concentraciones en el modelo de BBB de rata in vitro (figura 7). La grafica de la figura 7-A muestra una diferencia
significativa de unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:43, en comparacion con el fragmento Fc. La gréafica en la figura 7-
B muestra una diferencia significativa de unién/captacion de Fc-SEQ ID NO:1 en comparacion con Fc-CTRL.

Ejemplo VI: Protocolos para la sintesis quimica de conjugados formados por un vector y una molécula terapéutica de
interés o un agente de formacion de imagenes (o de diagndstico) o cualquier otra molécula, tal como una sonda
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molecular

Una molécula terapéutica de interés o un agente de formacion de imagenes o de diagnostico o cualquier otra
molécula, tal como una sonda molecular, puede romperse/liberarse/precipitar con sales del vector después del
transporte y paso a través de membranas celulares, mas en concreto la BBB, por ejemplo, a través de una
estrategia de profarmaco mediante hidrolisis o ruptura enzimatica de un enlace quimico entre el vector y la sustancia
activa.

El acoplamiento covalente entre el vector de péptido completamente protegido en sus funciones laterales reactivas
(acoplamiento en el C-terminal y N-terminal) o parcialmente protegido (acoplamiento en una funcién reactiva de una
cadena lateral) y la molécula terapéutica de interés se realiza a través de dos estrategias generales (figura 1):

- sintesis en tandem (es decir, acoplamiento directo sin intermediario entre las dos entidades),
- sintesis a través de un conector (Temsamani et al., 2004, Drug Discov. Today, 23, 1012-1019).

Segun el vector de péptido y la molécula terapéutica de interés seleccionada, se aplica una u otra de las diversas
estrategias en el C-terminal, o en el N-terminal, o sobre una funcién reactiva de cadena lateral de este vector de
péptido. De manera ideal, en una estrategia de profarmaco, los espaciadores seleccionados deberian permitir la
liberacion adecuada de la sustancia activa y la mejora en la solubilidad del conjugado (Molema et al., 2001, Drug
targeting, organ-specific strategies, en Methods and principles in medicinal chemistry, vol. 12; Kratz et al., 2008,
Prodrug Strategies in Anticancer Chemotherapy, en ChemMedChem, vol. 3). Por tanto, pueden generarse diversos
enlaces quimicos covalentes labiles entre las dos entidades (vector y sustancia activa) a través o no de un
espaciador: amidas, carbamatos, ésteres, tioésteres, disulfuros, etc. Por ejemplo, en la bibliografia se ha
demostrado que los enlaces disulfuro, relativamente estables en el plasma, pueden romperse por enzimas tales
como la proteina disulfuro reductasa, dentro del compartimento intracerebral para restablecer una funcién tiol libre
(Saito et al., 2003, Adv. Drug Deliv. Rev., 55, 199-215).

Otros compuestos de interés son aquellos en los que el espaciador es un polimero, tal como polietilenglicol (PEG).
En efecto, en la bibliografia se ha demostrado que la conjugacién de una molécula organica de interés bioldgico con
PEG permite aumentar la semivida en plasma de esta molécula (Greenwald et al., 2003, Adv. Drug Deliv. Rev., 55,
217-250) y disminuir su eliminacion.

Otra estrategia consiste en el uso de conectores inestables frente a acidos tales como, por ejemplo, los
agrupamientos cis-aconitilo o hidrazona, estables en el entorno del plasma a pH 7,4, pero que se rompen en el
entorno acido de los endosomas, en donde el pH se sitia entre 5,5 y 6,5 (D’'Souza y Topp, 2001, Release from
Polymeric Prodrugs: Linkages and Their Degradation, en Journal of Pharmaceutical Science, vol. 93). Puede
utilizarse una tercera familia de conectores de naturaleza peptidica que resiste a las enzimas plasmatica, pero que
es muy sensible a las proteasas lisosémicas, tales como la catepsina-B, por ejemplo, los tetrapéptidos GFAL y
GFLG (Bildstein eta al., 2011, Prodrug-based Intracellular Delivery of Anticancer Agents, en Advanced Drug Delivery
Review, vol. 63).

Los vectores conjugados con una sustancia activa o una sustancia de interés pueden usarse en el diagnostico, la
formacion de imagenes o la terapia de una patologia, lesion o trastorno de diferentes células u érganos, tales como
el higado, las glandulas adrenales y el intestino, del SNC y del ojo, para preparar un farmaco capaz de atravesar la
BBB/BSCB/BRB, para dirigirse a un tumor cerebral u otro tipo de célula de cancer para preparar un farmaco capaz
de atravesar las membranas de las células de cancer y/o en patologias infecciosas para preparar un farmaco capaz
de atravesar membranas celulares y de dirigirse a las células infectadas de patologias infecciosas bacterianas,
viricas, parasitarias o fungicas del SNC, el ojo u otros tejidos/érganos.

Los ejemplos de sustancias activas de interés terapéutico conjugadas con vectores de péptidos de la invencion
incluyen, pero no se limitan a doxorubicina y otros agentes citotdxicos, citarabina-C (Ara-C), ribavirina, aciclovir,
adefovir y otros agentes antiviricos, inhibidores de prolil-4-hidroxilasa (P4H), metaloproteinasas de matriz (MMP) y
otros agentes antifibréticos.

Ejemplo VII: Distribucion tisular de péptidos o péptidos conjugados con farmacos de interés terapéutico, agentes de
formacion de imagenes (o de diagnostico) o cualquier otra sustancia usada como marcador

Se evalua la distribucion de péptidos y conjugados de péptidos que se dirigen a LDLR en ratones para ilustrar su
capacidad para acumularse preferentemente en tejido y 6rganos que expresan niveles elevados del receptor diana.

De modo similar a los experimentos de perfusion cerebral, los péptidos y conjugados de péptidos inyectados en
ratones se marcan de modo radiactivo usando tritio. Diez minutos después de una inyeccion intravenosa en la vena
de la cola de ratones de tipo salvaje o de ratones que carecen del gen que codifica LDLR (ratones LDLR-KO), los
ratones se sacrifican y se cuantifica la radiactividad presente en el plasma y los tejidos. Los resultados obtenidos
usando el péptido SEQ ID NO:1 como ejempilo ilustran la capacidad de esta familia de vectores de péptidos para
dirigirse a los LDLR in vivo y para acumularse preferentemente en érganos y tejidos que se sabe que expresan
niveles elevados del receptor y que muestran una alta captacion de LDL (es decir, una alta actividad de receptores),
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que incluyen el higado, las glandula adrenales y el intestino, con una disminucidon en aproximadamente 4 veces, en
aproximadamente 3,4 y en aproximadamente 3,6 veces de la concentracion de péptidos, respectivamente, en los
ratones LDLR-/- (KO) comparado con los ratones de tipo salvaje (WT) (figura 9-A).

De modo similar, se evalud la distribucion tisular de los péptidos condensados o quimicamente acoplados con el
fragmento Fc humano de un anticuerpo IgG1 en ratones WT o LDLR-/- cuantificando el resto Fc usando un ensayo
ELISA. Dos horas después de una inyeccion intravenosa en la vena de la cola, los ratones se sacrifican y el plasma,
asi como los tejidos enriquecidos en LDLR, se analiza para la presencia del péptido-Fc. Como ejemplo, los
resultados obtenidos con el péptido SEQ ID NO:1 quimicamente acoplado a Fc demuestran que los péptidos de la
invencion son capaces de activar la acumulacion tisular dependiente de LDLR de una proteina acoplada in vivo, con
una disminucion de aproximadamente 6,7 veces y de aproximadamente 30 veces en la acumulaciéon de Fc en el
higado y las glandulas adrenales, respectivamente, en ratones LDLR-/- comparado con ratones WT (figura 9-B).

Ejemplo VIII: Perfusion cerebral in situ de vectores solos y vectores conjugados con una molécula terapéutica de
interés o un agente de formacion de imagenes (o de diagnodstico) o cualquier otra molécula, tal como una sonda
molecular, y estudio de su cinética de transporte a través de la BBB y su acumulacion en el cerebro de ratéon

Se emplea la técnica de perfusion cerebral in situ (en ratones OF1 macho adultos) para ilustrar el paso hacia el
cerebro a través de la BBB.

Antes, los vectores de péptidos se marcan de modo radiactivo con tritio (*H), un elemento que ofrece la mayor
sensibilidad para la deteccion de compuestos radiactivos, de modo notable en secciones de tejidos. Se preparan
péptidos radiactivos con elevada radiactividad especifica (RAS, hasta 100 Ci/mmol) mediante una estrategia de
acilacion de la funcibn amina N-terminal mediante anhidrido propiénico (o propanoico) tritado o N-
propionilsuccinimida (NPS) tritiada. Este método de tritiacion puede aplicarse a todos los péptidos (vectores, o
conjugados entre un péptido terapéutico y un vector de péptido en tandem o a través de un conector (de naturaleza
peptidica u organica)), con la condicién de que la modificacion del N-terminal no afecte a la afinidad de los péptidos
por el receptor diana (es decir, LDLR) o a su actividad bioldgica en el caso de los péptidos terapéuticos.

La reaccion de tritiacion del vector de péptido en la posicion N-terminal mediante propionilacion se realiza en DMF (1
mg de péptido en 100 pl a 450 pl segun la solubilidad) afiadiendo 0,1 equivalentes de NPS tritiado durante 5 min a
temperatura ambiente, después 0,9 equivalentes NPS frio (no tritiado) durante 1 h, y después un nueve equivalente
de NPS frio durante 5 h. Después el medio de reaccién se deja a 4 °C durante la noche y se purifica al dia siguiente
mediante HPLC. La RAS para cada péptido tritiado es generalmente de entre 5 Ci/mmol y 60 Ci/mmol. La cantidad
total de radiactividad preparada mediante sintesis es, en general, de entre 500 uCi y 1000 uCi.

Los péptidos radiomarcados (radiomarcados con 3H, por ejemplo) se acoplan covalentemente con una sustancia
activa radiomarcada (radiomarcada con "C, por ejemplo), segin se describe, por ejemplo, en el ejemplo VII. Tal
como se menciond previamente, este acoplamiento covalente se realiza segun la estructura y las propiedades
fisicoquimicas de la sustancia activa, en particular en presencia de grupos quimicos funcionales que pueden
modificarse sin disminuir la actividad biolégica de esta sustancia. Los conjugados radiomarcados se sintetizan
mediante extrapolacion de las vias sintéticas desarrolladas para conjugados no radiomarcados.

Las técnicas resumidas brevemente a continuacion fueron desarrolladas previamente para estudiar la distribucién en
el cerebro de las sustancias activas y, en particular, el papel de la BBB y, mas concretamente, de los LDLR en la
penetracion de estas moléculas en el cerebro. Las técnicas de perfusion cerebral in situ son de las mas complejas
desde el punto de vista técnica y de las mas dificiles de realizar en ratones. Sin embargo, la perfusion cerebral in situ
(como los modelos in vitro) permiten el control total de la composicion del perfusionado artificial para mantener las
células y la vascularizacion del cerebro bajo condiciones fisioldgicas y anatdomicas normales dentro del animal, sin el
factor de alteracion de la distribucion sistémica.

Esta estrategia de perfusiéon cerebral in situ realizada en ratas se adaptd para ratones (Dagenais et al., 2000, J.
Cereb. Blood Flow Metab., 20(2), 381-386) para ampliar su aplicaciéon para evaluar los parametros de la cinética de
transporte en la BBB y la barrera hematorretiniana, y también en ratones mutantes KO y transgénicos para los
receptores, las enzimas o los transportadores de sustancias activas. Implica la cateterizacién de la arteria carétida
en ratones anestesiados (generalmente OF1) y la ligadura de ciertas ramas de esta arteria carétida (externa,
tiroidea, occipital) para perfusionar especificamente la carétida interna y las arterias pterigopalatinas, que se
emplean para evaluar la captacion en el cerebro de los vectores y conjugados. El catéter permite reemplazar la
circulaciéon general por la infusién con un perfusionado bien controlado (tampdn bicarbonato, plasma o sangre)
haciéndolo pasar por la carétida. Primero se emplea también bicarbonato de Krebs oxigenado para evaluar las
capacidades de los vectores y los conjugados para pasar al cerebro. Después de la cateterizacion de la carétida, se
detiene el flujo sanguineo endégeno cortando los ventriculos del corazén para evitar la mezcla del tampoén con la
sangre y el aumento en la presion sanguinea. La duracion de la perfusion de caudal fijo se controla. La perfusion del
tampon puede extenderse hasta 20 min, o hasta 1 h en presencia de transportadores de oxigeno (eritrocitos
lavados) para los estudios de transporte mediado por receptores ("receptor-mediated transport", RMT).

Los experimentos realizados permiten establecer el transporte cerebral, o el coeficiente de transferencia (Kin:
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relacion entre el volumen de distribucion y el tiempo de perfusion cerebral), de varios vectores de péptidos y
conjugados de la invencion. La duracién de la perfusion cerebral en estos experimentos es de 2-5 min, con un
caudal de perfusionado de 2 ml/min.

Por ejemplo, el Ki, del péptido opiaceo dalargina, conjugado con SEQ ID NO:17 es de aproximadamente 20 x 10*
ml/s/g, mientras que el Ki, de dalargina por si sola es de aproximadamente 0,9 x 10 ml/s/g.

Como comparacion, Tf, el ligando natural de TfR, tiene un Ki, de 3,0 x 10* ml/s/g (Demeule et al., 2008, J.
Neurochem., 106 (4), 1534-1544).

Por tanto, estos resultados demuestran que los conjugados de la invencién, debido a su pequefio tamafio y
configuracion ventajosa, presentan un coeficiente de transferencia cerebral mayor que el de Tf.

Ejemplo IX: Sintesis y propiedades de los multimeros

Se emplearon péptidos de la invencion con afinidad por hLDLR-GFP/RFP como mondmeros para sintetizar dimeros.
Los mondmeros se acoplaron, en disolucidon o sobre un soporte sélido, a plataformas moleculares que contenian al
menos tres grupos funcionales reactivos seleccionados de aminas, acidos, tioles, azidas, alquinos, carbonilos,
hidrazinas. Los monémeros se separan de la plataforma mediante un espaciado compuesto, en general, de una
glicina, pero puede ser una molécula de PEG, acido aminohexanoico o una serie de glicinas. Las plataformas
pueden ser compuestos comerciales organicos o pueden disefiarse para adaptarse al caso concreto usando la
quimica de péptidos.

Después, los dimeros de la invencién se acoplaron/conjugaron con diversos trazadores o sustancias activas usando,
por ejemplo, grupos funcionales reactivos libres de la plataforma, separados o no por un grupo espaciador, tal como
PEG, acido aminohexanoico, series de glicinas o conectores heterobifuncionales comerciales.

Se realiz6 una RP-HPLC analitica y preparativa usando un dispositivo Dionex (Ultimate 3000™). Las columnas
analiticas y preparativas C18 se adquirieron en Phenomenex. Se realizé6 un MALDI-TOF-TOF MS empleando un
Ultraflex Il Bruker, con acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) como matriz. Se utiliz6 un sintetizador de
microondas Liberty™ (CEM) para la sintesis peptidica automatica.

- Sintesis de dimeros D1 con péptidos P: (P-CH2CH2)2-N-CH2CH2-NH2

La tris(2-aminoetil)amina y la DMF (dimetiformamida) seca se adquirieron en Sigma-Aldrich, y el PyBop
(hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxitripirrolidinofosfonio) y la DIEA (diisopropiletilamina) en Iris Biotech.

Los péptidos de la invencién P (2 eq.) se preactivaron con PyBop y DIEA (P/PyBop/DIEA: 1/1/2) durante 5 minutos a
temperatura ambiente (TA) en DMF seca y después se afiadieron a una disolucion de tris(2-aminoetil)amina en DMF
seca a 0 °C. Después la mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante la noche a TA. La finalizacion de la
reaccion se controld6 mediante una cromatografia de RP-HPLC analitica. Se obtuvo el dimero puro como un polvo
blanco mediante una purificacion con RP-HPLC. El dimero bruto se purificd6 mediante una cromatografia de RP-
HPLC. Las fracciones recolectadas se liofilizaron para producir un sélido blanco puro (2,9 mg, 7% con relacion a P,
pureza > 95%). La masa se confirmé mediante MALDI-TOF MS: m/z [M+H]+, calculado 2293,03; encontrado
2294,20.

- Sintesis de dimeros D2 con péptidos P: ejemplos de protocolos con Pr-K(P)-K(P)-NH2, Cya3.5-PEG2-K(P)-K(P)-
NH2

Se adquirieron Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-PEG2-OH, TFA (acido trifluoroacético), TIS (triisopropilsilano), HBTU
(hexafluorofosfato de  2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio), HATU (hexafluorofosfato de 1-
[bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-B]piridinio 3-6xido), piperidina, PyBop, DIEA y la resina Fmoc-Rink
Amide AM en Iris Biotech. Se adquirieron Cya 3.5 y Pr20 (anhidrido propionico), respectivamente, en Interchim y
Sigma Aldrich. Se adquirieron DCM (diclorometano) y DMF en Analytic Lab.

Etapa 1: Se sintetizaron las plataformas de dilisina Pr-K-K-NH2 y Cya3.5-PEG2-K-K-NH2 usando la sintesis
peptidica en fase sdlida ("Solid Phase Peptide Synthesis", SPPS). La SPPS se realiz6 a mano o sobre un
sintetizador de péptidos usando la proteccion del terminal amino con Fmoc (9-fluorenilmetiloxicarbonilo). El péptido
se sintetizd en una escala de 100 pumol usando un exceso molar en 5 veces de Fmoc-aminoacidos en el caso de la
sintesis automatica (0,2 M), y un exceso molar en 2,5 veces en el caso de la sintesis manual (0,3-0,5 M). El
acoplamiento se realiz6 sobre una resina Rink Amide AM sobre poliestireno-DVB al 1% (carga = 0,714 mmol/g) para
la amida C-terminal usando 1:1:2 aminoacido/HBTU o HATU/DMF. La desproteccién se realizé usando piperidina al
20%/DMF. El péptido unido a la resina Pr-K-K-resina se obtuvo después de la propionilacion N-terminal usando
Pr,O/DCM: 1/1. El péptido unido a la resina Cya3.5-PEG2-K-K-resina se obtuvo después del acoplamiento N-
terminal de Cya3.5-éster de succinimida (1,25 eq.) en DMF. Los productos unidos a resinas se rompieron usando
una disolucion formada por TFA/TIS/H20O: 95/2,5/2,5 durante 1 h y 30 min a TA. Los péptidos brutos se precipitaron
usando éter enfriado en hielo, se centrifugaron a 3000 rpm durante 8 min, y se liofilizaron en H,O/TFA al 0,1%. Se
obtuvieron unos soélidos blancos sin purificacion, con una pureza mayor que 95%.
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Etapa 2: Después los péptidos P se conjugaron con las plataformas peptidicas a través de las cadenas laterales del
aminoacido lisina en disolucién. Se afadieron los péptidos P, PyBop y DIEA (P/PyBop/DIEA: 1/1/10) a una
disolucién de la plataforma peptidica en DMF seca. Después se dej6 la mezcla de reaccion en agitacion a TA. La
finalizacion de la reaccion se controld6 mediante una cromatografia de RP-HPLC analitica. Normalmente fueron
suficientes unos pocos minutos para que la plataforma reaccionase completamente. Los dimeros brutos se
purificaron mediante una cromatografia de RP-HPLC. Se recogieron las fracciones por encima del 95% y se
liofilizaron para obtener sélidos blancos puros. Pr-K(P)-K(P)-NH2: m = 3,7 mg, 34%, m/z [M+H]+, calculado 2476,12;
encontrado 2477,09. Cya-PEG2-K(P)-K(P)-NH2: m = 1,4 mg, 24% m/z [M+H]+, calculado 3104,47; encontrado
3107,25.

Los péptidos dimeros D2(SEQ ID NO:1), y D2(CTRL), se conjugaron con Cy3.5 (figura 7-A). Para evaluar la
capacidad de unién a hLDLR de los péptidos D2(SEQ ID NO:1),-Cy3.5 y D2(CTRL).-Cy3.5, se realizaron
experimentos de pulsos en CHO-hLDLR-GFP (figura 7-B). En estos experimentos, se realizo la union de 500 nM de
péptidos durante 30 min a 4 °C. Después las células se lavan 3 veces con PBS y se fijan con PFA al 4%. Los
nucleos de las células se tifien de azul con Hoechst. Los resultados indican que el péptido D2(SEQ ID NO:1),-Cy3.5
se une y se colocaliza con los hLDLR expresados en la membrana plasmatica de células CHO-hLDLR-GFP,
mientras que el péptido D2(CTRL),-Cy3.5 no lo hace. Se evalua la unién/captacion del péptido SEQ ID NO:1-STag
frente al péptido SEQ ID NO:1, al péptido D2(SEQ ID NO:1), y al péptido D2(CTRL), en células CHO-hLDLR-GFP
usando un ensayo ELISA anti-STag. Con respecto a las estrategias de FRET, las células se lavaron dos veces con 2
ml de PBS y después se incubaron durante 1 h a 37 °C con 250 pl de disoluciéon de péptido (10 uM). Se analizaron
20 pl de cada lisado celular mediante un ensayo de ELISA de "sandwich" desarrollado para la deteccion de S-Tag.
La figura 12-C demuestra que el péptido SEQ ID NO:1-STag es ligeramente desplazado por el péptido CTRL, es
desplazado a la mitad por el péptido SEQ ID NO:1, y es casi totalmente desplazado por el péptido D2(SEQ ID
NO:1),. La afinidad del péptido D2(SEQ ID NO:1), por LDLR es mayor que la del péptido SEQ ID NO:1. La afinidad
(Kp) del péptido D1(SEQ ID NO:17)2 y el péptido D2(SEQ ID NO:1), por hLDLR se determiné mediante resonancia
de plasmén de superficie en un sistema Biacore. Para estos experimentos, un chip NiHc (XanTec, referencia: SCBS
NIHC1000M) se conjugd con el dominio extracelular de LDLR recombinante (Sino Biological Inc, referencia: 10231-
HO8H). Los péptidos D1(SEQ ID NO:17), y D2(SEQ ID NO:1) tienen una afinidad muy alta, por debajo de 1E-09 nM
(tabla 2).
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> VECT-HORUS CNRS UNIVERSITE AIX MARSEILLE

<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA ADMINISTRACION DE FARMACOS

<130> B1687PC00
<160> 5
<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = (D)-cys

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa=Thz

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (8)..(8)

<223> Xaa = Pen

<400> 1
Xaa Met Xaa Arg Leu Arg Gly Xaa
1 5

<210> 2
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = (D)-Cys

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa=Thz

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (7)..(7)

<223> Xaa = Sar

<220> , ,
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (8)..(8)
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<223> Xaa = Pen

<400> 2
Xaa Met Xaa Arg Leu Arg Xaa Xaa
1 5

<210>3
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = D-Cys

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Pip

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (7)..(7)

<223> Xaa = Sar

<400> 3
Xaa Met Xaa Arg Leu Arg Xaa Cys
1 5

<210>4
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> péptido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = (D)-cys

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Pip

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (8)..(8)

<223> Xaa = Pen

<400> 4
Xaa Met Xaa Arg Leu Arg Gly Xaa
1 5

<210>5
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Péptido

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (1)..(1)

<223> Xaa = (D)-cys

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Pip

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (7)..(7)

<223> Xaa = Sar

<220>
<221> CARACTERISTICA MISCELANEA
<222> (8)..(8)

<223> Xaa = Pen

<400> 5
Xaa Met Xaa Arg Leu Arg Xaa Xaa
1 5

28
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REIVINDICACIONES
1.- Un péptido seleccionado de cualquiera de SEQ ID NO:1-3 y 5.
2.- Un agente multimérico que tiene la siguiente formula (A):

Pr-M-P; (A)
en la que:

- cada P representa el mismo péptido o un péptido diferente con la secuencia: A1-Met-A2-Arg-Leu-Arg-A3-A4, en la
que A1 y A4 representan independientemente una cisteina o uno de sus analogos seleccionados de (D)-Cys,
penicilamina (Pen) y (D)-penicilamina ((D)-Pen), A2 representa una prolina o uno de sus analogos seleccionados de
acido pipecdlico (Pip) y acido tiazolidin-4-carboxilico (Thz), y A3 representa una glicina o una sarcosina (Sar);

- M es un grupo reticulante; y

- h e i son, independientemente entre si, un nimero entero seleccionado de 1, 2, 3, 4 0 5.

3.- El agente multimérico de la reivindicacion 2, en el que A1 es (D)-Cys.

4 .- El agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 2 o 3, en el que A2 es Pip o Thz.

5.- El agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que h e i son, independientemente
entre si, 1 o0 2, preferiblemente h =i =1.

6.- El agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en el que P es un péptido de férmula (I'):
(D)-Cys-Met-A2-Arg-Leu-Arg-A3-A4 (D]
en la que A2 representa Pro, Pip o Thz, A3 representa Gly o Sar, y A4 representa Cys, (D)-Cys, Pen o (D)-Pen.

7.- El agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que P es un péptido seleccionado de
una cualquiera de SEQ ID NO:1 a 5.

8.- El agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que M es polilisina o un grupo tris(2-
aminoetil)amina.

9.- El agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, que es un homodimero.

10.- El péptido o agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho péptido
contiene al menos un enlace peptidomimético, elegido entre la intercalacion de un grupo metileno (-CH2-) o fosfato (-
PO,-), amina secundaria (-NH-) u oxigeno (-O-), alfa-azapéptidos, alfa-alquilpéptidos, N-alquilpéptidos,
fosfonamidatos, depsipéptidos, hidroximetilenos, hidroxietilenos, dihidroxietilenos, hidroxietilaminas, péptidos retro-
inversos, metilenoxi, cetometileno, ésteres, fosfinatos, fosfinicos, fosfonamidas o grupos carba.

11.- El péptido o agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la funcién N-
terminal (N-term) de dicho péptido se protege mediante acilacion y/o la funcién C-terminal (C-term) de dicho péptido
se protege mediante amidacion o esterificacion.

12.- Un compuesto conjugado de la siguiente férmula (l11):
VxSzDy (1

en la que V representa un péptido o un agente multimérico de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, S
representa un espaciador, D representa una sustancia activa o una sustancia de interés, x es un ndmero entero
entre 1y 5, e y e z son numeros enteros entre 1y 10.

13.- El compuesto conjugado de la reivindicacion 12, que se caracteriza porque x =z=y=1;x=z>y;y=z>X;0Z
>X>y.

14.- El compuesto conjugado de la reivindicacion 12, que se caracteriza porque la sustancia activa o sustancia de
interés es una molécula de interés terapéutico, un agente de diagnéstico o de formacién de imagenes médicas, una
sonda molecular, una molécula quimica pequefia, un péptido o polipéptido, una proteina, un antigeno, un anticuerpo
o parte de un anticuerpo, un acido nucleico o un oligonucleétido, un ARNip, un miARN, una ribozima, un marcador o
un trazador.

15.- El compuesto conjugado de la reivindicacion 12, que se caracteriza porque el acoplamiento entre V y D, o entre
V' y S por una parte, y S y D por ofra, se realiza mediante uno o mas enlaces covalentes, idnicos, de hidrogeno,
hidréfobos o de Van der Waals, que pueden romperse o no romperse en un medio fisiolégico o dentro de las células.
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16.- El compuesto conjugado de la reivindicacion 12, en el que D se acopla con V, si es necesario a través de S, en
uno o mas extremos N-terminales y/o C-terminales de V y/o en uno o mas grupos reactivos portados por las
cadenas laterales de los aminodcidos naturales o no naturales constitutivos de V.

17.- Un compuesto conjugado de la siguiente férmula (1V):
PxDy (IV)

en la que P representa un péptido de la reivindicacion 1, D representa una sustancia activa o una sustancia de
interés, y x e y son numeros enteros de entre 1y 5.

18.- Un método para preparar un compuesto conjugado, que se caracteriza porque comprende una etapa de
acoplamiento entre un péptido o multimero de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 y una sustancia D, si es
necesario a través de un espaciador S, mediante una via quimica, bioquimica o enzimatica, o mediante ingenieria
genética.

19.- Una composicién farmacéutica que comprende al menos un compuesto conjugado de la reivindicacion 12 o 17,
y uno o varios excipientes farmacéuticamente aceptables.

20.- Una composicién de diagnéstico que comprende un agente de diagnostico o de formacion de imagenes
médicas constituido por un compuesto conjugado de la reivindicacion 12 o0 17.
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Figura 9
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