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DESCRIPCION

Composiciones que comprenden CDNF para usar en el tratamiento intranasal de enfermedades del sistema nervioso
central

Campo de la técnica

La presente descripcion se refiere al campo de factores neurotréficos y proteinas localizadas en el reticulo
endoplasmico (RE) y mas particularmente al campo del tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central. En
particular, la presente invencion esta dirigida a una composicién adecuada para la administracion nasal para usar en
el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central, como enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, atrofia sistémica multiple, esclerosis lateral amiotréfica, degeneracién lobar frontotemporal,
demencia con cuerpos de Lewy, deterioro cognitivo leve, enfermedad de Huntington, dafio traumatico cerebral y
accidente cerebrovascular. La invencién se define en las reivindicaciones.

Antecedentes de la técnica

Los factores neurotréficos, el factor neurotréfico de dopamina cerebral (CDNF) y el factor neurotréfico derivado de
astrocitos mesencefalico (MANF) son actualmente las proteinas mas eficaces para el tratamiento de las neuronas
dopaminérgicas que degeneran en el modelo 6-OHDA de rata de enfermedad de Parkinson (Lindholm y Saarma,
2010). Ambos factores previenen potencialmente los sintomas de comportamiento e histoldgicos inducidos por 6-
OHDA de la enfermedad de Parkinson cuando se aplican antes de la toxina (Lindholm y cols., 2007; Voutilainen y
cols., 2009). Mas importante aun, el tratamiento posterior con cualquier factor restaur6 eficazmente el comportamiento
motorico normal y las inervaciones dopaminérgicas del cuerpo estriado cuando se aplican en la etapa en la que los
sintomas inducidos por 6-OHDA en la enfermedad de Parkinson ya son de gran alcance (Lindholm y cols., 2007;
Voutilainen y cols., 2011). EIl CDNF también protege y repara las neuronas dopaminérgicas en el modelo MPTP de
raton de enfermedad de Parkinson (Airavaara y cols., 2012) y en un modelo 6-OHDA grave es mas eficaz que el factor
neurotréfico derivado de linea celular glial (GDNF) (Airavaaray cols., 2012; Voutilainen y cols., 2011). Los mecanismos
que se esconden detras de la proteccion neuronal para estos factores no estan totalmente claros, pero se ha sugerido
que activan vias que tienen como objetivo aliviar el estrés oxidativo y del ER y que debilitan la muerte apoptética
celular. Muchas afecciones fisiopatolégicas que incluyen diabetes mellitus y enfermedades neurodegenerativas como
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer (AD) y esclerosis lateral amiotrofica (ALS) estan asociadas con
el estrés del ER. Por consiguiente, el efecto del CDNF y MANF se ha demostrado en diversas enfermedades del
sistema nervioso central (WO2009133247; WO2007068803; y Airavaara y cols., 2009). Ademas, el CDNF y el MANF
suprimen la neuroinflamacioén, que esta implicada en la fisiopatologia de la mayoria de las enfermedades y lesiones
del SNC, si no todas (Nadella y cols., 2014; Zhao y cols., 2013).

En el documento WO2014066686, se describe un suministro de MANF potenciado por convencién a una regién
cerebral de un paciente. Un dispositivo neuro-quirdrgico para este método invasivo comprende un catéter que se
puede colocar en o cerca de la region del cerebro y una bomba para generar un gradiente de presion positiva entre el
catéter y la region del cerebro.

Aly y cols., 2015, revisan el progreso actual en los métodos de distribucion de genes intranasales para tratar la
enfermedad de Parkinson. En el resumen, se establece que la distribucion intranasal proporciona un abordaje
prometedor para el desarrollo de una terapia génica no invasiva para la enfermedad de Parkinson. Los autores también
analizan que CDNF y MANF han demostrado eficacia en modelos animales de enfermedad de Parkinson, pero adn
no se han probado por via intranasal. Sin embargo, es notable que las propiedades de penetracion de la nariz al
cerebro de las particulas virales usadas en los métodos de distribucién génica no dependen de la secuencia génica
del factor neurotréfico elegido. Por el contrario, la capacidad de penetracion intranasal de una proteina de alto peso
molecular es siempre una propiedad Unica e impredecible.

El documento US6180603 describe un método y una composicién farmacéutica para transportar un agente neurolégico
al cerebro en el que la composicién farmacéutica se administra por via intranasal. El documento describe
especificamente composiciones farmacéuticas que comprenden el factor neurotréfico NGF.

Alcala-Barraza y cols., 2010, describen la distribucion intranasal de BDNF, CNTF, neurotrofina-4/5 (NT-4/5) y
eritropoyetina (EPO), lo que da lugar a concentraciones nanomolares de las moléculas en el cerebro de rata. De
manera correspondiente, Bender y cols., 2015, describen la administracion intranasal de GDNF, ya sea en formulacion
liposémica o en PBS, al cerebro de rata.

Pardeshi & Shailendra (2013) describen que las vias convencionales de administraciéon de farmacos, como la
administracion oral, no son capaces de distribuir un niUmero de agentes terapéuticos al cerebro de manera eficaz. La
barrera hematoencefalica (BBB) y la barrera hemato-cerebroespinal (BCB) dificultan la entrada de farmacos desde la
circulacion sistémica al sistema nervioso central (SNC). Los autores revisan la distribucion directa desde la nariz al
cerebro y concluyen que se pueden distribuir una variedad de agentes neuro-terapéuticos al SNC por via nasal. Sin
embargo, una de las principales limitaciones de la distribucion por via nasal segun lo enumerado por los autores es la
disminucion de la permeabilidad de los farmacos de alto peso molecular a través de la mucosa nasal.
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Resumen de la invencion

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar composiciones para la administracion intranasal para usar en el
tratamiento intranasal de enfermedades del sistema nervioso central.

Es otro objetivo de la descripcion proporcionar nuevos usos de los polipéptidos CDNF y MANF.

En la presente descripcién, se ha descubierto que sorprendentemente las caracteristicas quimicas y biolégicas de los
polipéptidos CDNF y MANF facilitan el transporte de los polipéptidos al sistema nervioso central (SNC) cuando los
polipéptidos se administran por via intranasal al paciente. Los polipéptidos CDNF y MANF, por lo tanto, son capaces
de evitar la barrera hematoencefalica a través de la via intranasal y alcanzar el SNC.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencién proporciona una composicién para la administracién intranasal que comprende
un polipéptido CDNF que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID N% 1 o un fragmento funcional de
este para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central.

En otro aspecto, la descripcion proporciona una composicién para la administracién intranasal que comprende un
polipéptido MANF que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N®: 3 o un fragmento funcional de este
para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Distribucién en cerebro y en plasma de (rh)CDNF humano recombinante marcado con '2%| administrado por
viaintranasal en ratas Sprague Dawley no lesionadas. Se administraron aproximadamente 10 ng de rhCDNF marcado
con 28] en alblimina de suero bovino al 1% por via intranasal en 6 ratas bajo anestesia. 20 minutos - 4 horas mas
tarde se recogieron muestras de sangre junto con regiones de cerebro, bulbo olfatorio, cerebelo, corteza y areas no
corticales. En sangre total, se detectaron 2,9 + 1,3 % de rhCDNF marcado con '23| en relacion con la cantidad total
suministrada. Los valores de CPM con el valor de fondo sustraido para los tejidos cerebrales fueron del 7-13% en
comparacion con los valores en sangre que indican que entre el 0,16-0,36% de rhCDNF marcado con '23| habia
alcanzado los tejidos cerebrales.

Figura 2. Distribucion en cerebro y en plasma de rhMANF marcado con '?°| administrado por via intranasal en ratas.
El 0,14-0,16% alcanzaron la circulacién. Se anestesiaron ratas macho Sprague Dawley y se las sometié a oclusién de
la arteria cerebral media (MCAO) durante 60 minutos. Dos dias después se anestesiaron las ratas de nuevo y se les
administraron aproximadamente 8 ng de '25I-rhMANF (16 pl) junto con 20 pg de rhMANF sin marcar (en 4 pl). Una
hora més tarde se recogieron muestras de sangre y se perfundieron las ratas de modo transcardiaco con solucion
salina y se recogieron los cerebros. Los resultados se expresaron como cuentas por minuto por miligramo de peso de
tejido humedo.

Figura 3. EI rhMANF administrado por via intranasal reduce el volumen de infarto en modelo de rata MCAO de
accidente cerebrovascular isquémico. (A) Cronologia del estudio. Se anestesiaron brevemente las ratas con isoflurano
la noche anterior. Se administraron 10 pl de solucion de PBS o de MANF dentro de cada orificio nasal en
aproximadamente un angulo de 70°. Al dia siguiente las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral (400 mg/kg) y se
repiti6 la administracion intranasal justo antes de la MCAO y justo después de la reperfusion. La arteria cerebral media
junto con las arterias caro6tidas comunes se ocluyeron durante 60 minutos. Se les realiz6 la necropsia a los animales
48 h después la MCAO. (B) Escaneres ejemplo de secciones de cerebro coronal tefiidas con cloruro de trifeniltetrazolio
(TTC) 48 h después de la lesion de ratas tratadas con PBS y rhMANF. (C) Volumenes de infarto medidos mediante
tincion TTC. El rhMANF reduce el volumen de infarto en comparaciéon con animales tratados con PBS (P = 0,034,
prueba de t de Student). (D) Actividad de oscilacion parcial de animales tratados con PBS y rhMANF. El efecto
neuroprotector también se observé como una disminucion de la asimetria corporal (P = 0,041, prueba de t de Student).
En los paneles C y D, el grupo de PBS consiste en un total de 17 ratas y el grupo de MANF consiste en un total de 24
ratas. El grupo de MANF se combina a partir de dos dosis de rhMANF: dosis de 20 pg totales (3,3 pg por orificio nasal;
0,33 pg/ul de solucion n = 10) y dosis de 60 pg totales (10 pg por orificio nasal; 1 pg/pl de solucion n = 14). Los grupos
de MANF se combinaron en este caso porque los dos grupos de dosis mostraron un nivel de efecto muy similar.

Figura 4. El rhMANF administrado por via intranasal promueve la recuperacién funcional en el modelo de MCAO de
rata de accidente cerebrovascular isquémico. Se administraron 20 pg de rhMANF (10 pl por orificio nasal; 0,33 pg/pl
de solucién en PBS) o se administré un volumen igual de PBS por via intranasal bajo anestesia con isoflurano. (A)
Disefio del estudio. Las administraciones intranasales se hicieron la tarde antes de la cirugia, justo antes de la MCAO
y después de la reperfusion. Las evaluaciones de comportamiento se realizaron 2, 7 y 14 dias después de la MCAO
e incluyé la prueba de oscilacién corporal (B), la evaluacion neurolégica global (puntuaciéon de Bederson, C), distancia
recorrida (D), y actividad vertical (E) en una prueba locomotora. Los datos se analizaron usando ANOVA de medidas
repetidas con la prueba post hoc de Sidak (n = 14-15). El ANOVA con medidas repetidas de dos vias mostraron una
interaccion Tratamiento X Tiempo significativa (F2, 54) = 9,34, P<0,001 para la oscilacién corporal y F(2, 54) = 7,97,
P<0,001 para la puntuacién de Bederson.
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Figura 5. Tomografia por emisién de positrones (PET) representativa — imagenes de tomografia computerizada (TC)
de un macaco de cynomolgus dosificado por via intranasal con '?4I-rhCDNF. Se dosificaron 500 uCi de rhCDNF
humano recombinante marcado con '2*| por animal (n = 4). Aproximadamente el 30% de la dosis inyectada se localizd
en la cavidad nasal inmediatamente después de la dosificacion.

Figura 6. Porcentaje (%) de dosis inyectada por gramo de tejido (% ID/g) en la cavidad nasal superior (A) y en todo el
cerebro (B) determinado mediante escaneres PET de cerebro dinamico focalizado entre 0 y 3,5 horas después de la
dosificacién intranasal. El panel C muestra que méas del 90% del '24-rhCDNF que ha penetrado en el cerebro se
elimina del cerebro dentro de las 24 horas posteriores a la administracién intranasal.

Figura 7. Imagenes de mudltiples vistas que se combinan con imagenes de luz blanca (izquierda), luz blanca y
autorradioluminograma registradas en conjunto (centro) y autorradioluminograma solo (derecha) de cerebros de
macaco cynomolgus después de la dosificacion intranasal de '?*I-rhCDNF. La sefal que se ve en los ventriculos
laterales y en el oido medio se indica con flechas.

Figura 8. Cuantificacion de datos de autorradiografia en Regiones de Interés (ROI). Las concentraciones de
radioactividad, derivadas de '2*I-rhCDNF que ha penetrado en el cerebro, se expresan como nCi por gramo de tejido
(nCi/g).

Descripcion de las realizaciones

Como se usa en esta memoria, un “polipéptido” se refiere generalmente a una molécula que tiene una secuencia de
aminoacidos codificada por un polinucleétido. “Polipéptido” también se refiere a un polimero compuesto de residuos
de aminodcidos, variantes estructurales relacionadas de origen natural y sus analogos sintéticos no naturales de este
unidos a través de enlaces peptidicos, variantes estructurales relacionadas de origen natural y analogos sintéticos no
naturales de estos. Los polipéptidos sintéticos se pueden sintetizar, por ejemplo, usando un sintetizador de
polipéptidos automatizado.

Como se usa en esta memoria, el término “fragmento” aplicado a un polipéptido, puede ser normalmente al menos
aproximadamente siete aminoacidos contiguos, tipicamente, al menos aproximadamente quince aminoacidos
contiguos, mas tipicamente, al menos aproximadamente treinta aminoacidos contiguos, tipicamente al menos
aproximadamente cuarenta aminodcidos contiguos, preferiblemente al menos aproximadamente cincuenta
aminoacidos, incluso mas, preferiblemente al menos aproximadamente sesenta aminoacidos y lo mas preferiblemente
el fragmento peptidico sera mayor de aproximadamente setenta aminodcidos contiguos de longitud. El término
“fragmento funcional” se refiere a un fragmento que aun retiene la actividad bioldgica del polipéptido intacto.

La presente invencion esta relacionada con una proteina factor neurotroéfico CDNF. Los polipéptidos CDNF son el
CDNF humano de longitud completa con un péptido sefial que tiene la longitud total de 187 aminoacidos y el CDNF
maduro sin el péptido sefal que tiene la longitud total de 161 aminoacidos (véase Tabla 1) con el tamario de 18,5 kDa.

La presente descripcion estd también relacionada con la proteina factor neurotréfico MANF. Los polipéptidos MANF
particularmente importantes son el MANF humano de longitud completa con un péptido sefal que tiene la longitud
total de 179 aminoacidos y el MANF humano maduro sin el péptido sefal que tiene la longitud total de 158 aminoacidos
(véase Tabla 1) con el tamafio de 18 kDa. El acido nucleico de MANF que codifica el polipéptido MANF maduro sin un
péptido senal se puede combinar con un &cido nucleico que codifica otro péptido sefial para proporcionar un
polipéptido MANF de longitud completa con un péptido sefal diferente al péptido sefal del MANF nativo.

Los fragmentos funcionales de los polipéptidos MANF y CDNF también estan disponibles para una persona experta
ya que la produccién de fragmentos de polipéptidos completos se conoce en la técnica. Por consiguiente, la proteina
MANF o CDNF puede ser una forma natural de longitud completa o puede ser una forma truncada o derivatizada de
otro modo. Ejemplos de fragmentos de MANF o CDNF funcionales se describen en el documento WO2013034805,
como péptidos que comprenden la secuencia CKGC (SEQ ID N2: 5) o CRAC (SEQ ID N2 6), preferiblemente con la
longitud de 4-40 aminoacidos. Ademas, Hellmann y cols., 2011, describen un constructo fragmento C-terminal activo
de MANF que comprende los residuos 96-158 de la SEQ ID N®: 3.

Ademas de las variantes alélicas de MANF/CDNF que se dan de manera natural, se pueden introducir cambios
mediante mutacién en secuencias de MANF/CDNF que incurren en alteraciones en las secuencias de aminoacidos
del polipéptido de MANF/CDNF codificado. Las sustituciones de nucleétidos que dan lugar a sustituciones de
aminoacidos en residuos de aminoacidos “no esenciales” se pueden hacer en la secuencia de un polipéptido de
MANF/CDNF. Los polipéptidos de MANF/CDNF o los fragmentos funcionales de estos que comprenden una o mas
sustituciones “no esenciales” se pueden ver como equivalentes de polipéptidos de MANF/CDNF de tipo salvaje
descritos en esta memoria. Estos equivalentes son preferiblemente un 90%, mas preferiblemente 95%, 96%, 97%,
98% 0 99% homadlogos a dichos polipéptidos de tipo salvaje.

Un residuo de aminoacido “no esencial” es un residuo que se puede modificar en las secuencias de tipo salvaje de
MANF/CDNF sin alterar su actividad biolégica, mientras que se requiere un residuo de aminodacido “esencial” para tal
actividad bioldgica. Por ejemplo, se predice que los residuos de aminoacidos que se conservan entre las moléculas
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de MANF/CDNF de la invencién son particularmente no susceptibles de alteracion. Son bien conocidos en la técnica
los aminoé&cidos para los que se pueden hacer sustituciones conservativas.

Como se discutié anteriormente, se ha encontrado que los polipéptidos CDNF y MANF son capaces de evitar la barrera
hematoencefalica a través de la via nasal y alcanzar el sistema nervioso central, SNC. Por lo tanto, los polipéptidos
CDNF y MANF se pueden administrar por via intranasal a un paciente y usarse para el tratamiento de un nimero de
enfermedades del sistema nervioso central.

Por consiguiente, en una realizacion se proporciona una composicion para administracion intranasal que comprende
un polipéptido CDNF que comprende la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID N% 1 o un fragmento funcional de
este para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central. Particularmente, en esta
realizacién, se logra el tratamiento intranasal de la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la atrofia
sistémica multiple, la esclerosis lateral amiotroéfica, la degeneracion lobar frontotemporal, la demencia con cuerpos de
Lewy, el deterioro cognitivo leve, la enfermedad de Huntington, la lesion traumatica cerebral y el accidente
cerebrovascular.

Una segunda realizaciéon proporciona el uso de una composicién que comprende un polipéptido de CDNF que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N%: 1 o un fragmento funcional de este para la fabricacién de
un medicamento para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central.

Otra realizacion es un método para la administracion intranasal de un polipéptido de CDNF a un sujeto que padece
una enfermedad del sistema nervioso central, el método que comprende la etapa de: administrar por via intranasal al
sujeto en una o mas dosis una composicion que comprende un polipéptido de CDNF que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID N°: 1 o un fragmento funcional de este.

Una realizacion esta dirigida a una composicién para administracién intranasal que comprende un polipéptido de
MANF que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N°: 3 o un fragmento funcional de este para usar
en el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central. Preferiblemente, dicha enfermedad del
sistema nervioso central se selecciona del grupo que consiste en: enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, atrofia sistémica multiple, esclerosis lateral amiotréfica, degeneracion lobar frontotemporal, demencia con
cuerpos de Lewy, deterioro cognitivo leve, enfermedad de Huntington, lesiéon traumatica cerebral y accidente
cerebrovascular.

Una realizacion adicional es el uso de la composicion que comprende un polipéptido de MANF que comprende la
secuencia de aminodacidos de la SEQ ID N2: 3 o un fragmento funcional de este para la fabricacién de un medicamento
para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central.

Otra realizacién adicional es un método para la administracion intranasal de un polipéptido de MANF a un sujeto que
padece una enfermedad del sistema nervioso central, el método que comprende la etapa de: administrar por via
intranasal al sujeto en una 0 mas dosis una composicion que comprende un polipéptido de MANF que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N: 3 o un fragmento funcional de este.

Composiciones adecuadas para administracion intranasal

Las composiciones adecuadas para la administracion intranasal que comprenden los polipéptidos CDNF/MANF como
agentes activos pueden estar en forma de una suspension liquida, una dispersién liquida, un polvo, un liposoma, una
solucién acuosa o combinaciones de estas. De este modo, la composicién se puede dispensar por via intranasal como
un aerosol nasal en polvo o liquido, gotas nasales, un gel o pomada, a través de un tubo o catéter, mediante una
jeringa, mediante paquete de cola, mediante compresa o mediante infusién submucosal. La composicion se puede
administrar a la cavidad nasal sola o en combinacién con otros agentes neuroldégicamente activos. Los polipéptidos
CDNF/MANF se pueden combinar con un transportador y/u otros adyuvantes para formar una composicion
farmacéutica. Preferiblemente, la composicion comprende promotores de absorcion y sistemas moduladores de la
absorcion como ciclopenta decalactonas, alquilsacaridos, quitosano, pectina de baja metilacién o ésteres de poliglicol
hidroxiestearato. Se pueden afadir a la composicion sustancias lipofilicas en forma de micelas para mejorar la
absorcion del agente neurolégico a través del epitelio olfatorio. Entre estas sustancias que son aditivos micelares
preferidos se encuentran los gangliésidos GM-1 y la fosfatidilserina (PS), que se pueden combinar con el agente
neuroldgico ya sea solo o en combinacion. Dichos promotores de absorcion (es decir, potenciadores de absorcién) y
sistemas moduladores de absorcion pueden aumentar el transporte de polipéptidos CDONF/MANF a través de la
membrana nasal y asi promover niveles terapéuticos suficientemente altos en el SNC. Se cree que los promotores de
absorcion mejoran el suministro de farmacos a través de la ruta transcelular o las alteraciones en las proteinas de
unién que dan como resultado la promocién de la translocacion del farmaco a través de la ruta paracelular. Se conocen
en la técnica otros potenciadores de la absorcion adecuados para las presentes composiciones, véase p. €j., Stolnik
y cols., 2009 y Shubber y cols., 2014.

Los polipéptidos recombinantes MANF y CDNF para las composiciones se pueden producir como se describe en el
documento W02009133247 y WO2007068803. Para la distribucién intranasal, se puede agregar simplemente la
proteina recombinante purificada a un tampon farmacéuticamente adecuado. Por ejemplo, en Hanson y cols., 2012,
se administr6 por via intranasal un factor de crecimiento en tampén acido que comprendia acetato sédico 20 mM a pH
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4,25. En una realizacion preferida, las proteinas se liofilizan o se secan por pulverizacion para producir un polvo para
usar en un espray nasal. Los métodos para liofilizacién se conocen bien en la técnica (véase p. €j., Tang y Pikal 2004).
La concentracion optima del polipéptido CDNF/MANF activo en la composicién dependerd necesariamente de las
caracteristicas del paciente y de la naturaleza de la enfermedad o de la afeccién para la que se va a usar el tratamiento.
Preferiblemente, la composicion se administra por via intranasal 1-5 veces al dia, mas preferiblemente 1-2 veces al
dia y la cantidad de polipéptido CDNF/MANF esta entre 10-1000 mg, mas preferiblemente 100-500 mg por dosis. El
régimen de dosificacion mas aceptable seria una dosis en una o ambas fosas nasales.

Dispositivo

Un ejemplo de dispositivos adecuados para la administracion intranasal se describe en el documento W0O2012119153.
Se disefna un dispositivo adecuado para distribuir un farmaco en forma de una suspensién liquida, una dispersion
liquida, un polvo, un liposoma, una solucién acuosa o combinaciones de estas. El dispositivo esta preferiblemente
diseniado para que la composicién nasal administrada se distribuya al area olfatoria en el tercio superior de la cavidad
nasal y, particularmente, al epitelio olfatorio con el fin de promover el transporte de los agentes activos de la
composicién dentro de las neuronas olfatorias periféricas. El dispositivo normalmente comprende una botella, bomba
y propulsor. Preferiblemente, el dispositivo tiene un contenedor capaz de contener un propelente, un difusor en
comunicacién con el contenedor, una camara del compuesto para el farmaco en comunicacion con el difusor y una
boquilla en comunicacién con la cdmara del compuesto. Los dispositivos estan disponibles para sistemas de dosis
Unica o de dosis multiple. Las formulaciones en polvo para usar en dicho dispositivo son preferiblemente en forma de
aerosol.

Aunque en esta memoria se han descrito con detalle realizaciones particulares, esto se ha hecho a modo de ejemplo
solo con fines ilustrativos.

En particular, se contempla por los inventores que se pueden hacer varias sustituciones, alteraciones y modificaciones.

Por ejemplo, se cree que la eleccién de protocolos es una cuestién de rutina para una persona experta en la técnica
con conocimiento de las realizaciones descritas en esta memoria.

Habiendo descrito previamente de modo general la invencién, la misma se entenderd mas facilmente con referencia
a la siguiente Seccién Experimental, que se proporciona a modo de ilustracion y no pretende ser limitante.

Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en esta memoria, en la practica
o prueba de la presente invencion, se describen a continuacion métodos y materiales adecuados. Los materiales,
métodos y ejemplos son solamente ilustrativos y no pretenden ser limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1

El presente estudio se disefid para evaluar la distribucion en el cerebro y en plasma de la proteina CDNF humana
recombinante (rhCDNF) marcada radioactivamente administrada por via intranasal. El marcaje de rhCDNF con 25|
que usa el método de lactoperoxidasa y el andlisis se llevaron a cabo como se describe en Voutilainen y cols., 2011.

Uso animal. El marcaje de rhCDNF con 23| que usa el método de lactoperoxidasa y el andlisis se llevaron a cabo
como se describe en Voutilainen y cols., 2011. Se anestesiaron seis ratas Sprague Dawley sin lesionar y se
administraron aproximadamente 10 ng de rhCDNF marcado con %51 en albimina de suero bovina al 1% por via
intranasal bajo anestesia. 20 min — 4 horas después se recogieron muestras de sangre junto con regiones del cerebro,
bulbo olfatorio, cerebelo, corteza y areas no corticales.

Analisis del contador gamma. Usando el recuento gamma, se encontraron 2,9 + 1,3% (intervalo 1,3-4,5%) de rhCDNF
marcado con 23] en sangre (Figura 1). Cuando los valores de CPM se compararon con los encontrados en el cerebro
se encontré que aproximadamente el 0,16-0,36% del rhCDNF marcado con '?%| habia alcanzado el tejido cerebral.
Estos datos muestran que la proteina rhCDNF, cuando se administra a la cavidad nasal en forma liquida, puede
penetrar en el tejido cerebral en ratas.

Ejemplo 2

El presente estudio se disefi6 para evaluar la distribucién en el cerebro y en plasma de la proteina MANF humana
recombinante (rhMANF) marcada radioactivamente administrada por via intranasal.

Uso animal. Se anestesiaron dos ratas Sprague Dawley y se sometieron al procedimiento de oclusién de la arteria
cerebral media (MCAOQ) junto con la oclusion de la arteria carétida comdn durante 60 minutos. Dos dias después, las
ratas fueron anestesiadas de nuevo, seguido de la administracion intranasal de aproximadamente 8 ng de '25I-rhMANF
(16 pl), marcaje que usa el método de lactoperoxidasa (Voutilainen y cols., Exp. Neurol. 2011) y 20 pg de rhMANF sin
marcar (en 4 ul). Una hora mas tarde se recogieron muestras de sangre y las ratas se perfundieron por via
transcardiaca con solucion salina y se recogieron los cerebros.
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Analisis del contador gamma. Aproximadamente se encontr6 un 0,14 — 0,16% de la dosis total de rhMANF marcado
con 25| en el cerebro y en la sangre (Figura 2). Estos datos muestran que la proteina rhMANF, cuando se administra
en la cavidad nasal en forma liquida, puede penetrar en el tejido cerebral en ratas.

Ejemplo 3

El presente estudio fue disefiado para evaluar los efectos terapéuticos de la proteina MANF humana recombinante
(rhMANF) administrada por via intranasal.

Uso animal, evaluacion clinica e histopatoldgica. Las ratas se anestesiaron brevemente con isoflurano la noche
anterior. Se administraron 10 pl de PBS o de solucion de MANF en cada orificio nasal en un angulo de
aproximadamente 70°. Al dia siguiente, las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral (400 mg/kg) y se repitio la
administracion intranasal justo antes de la MCAQ vy justo después de la reperfusion. Se ocluyeron la MCA junto con la
arteria carétida comuan durante 60 minutos. Se les realizé la necropsia a los animales 48 después de la MCAO.

La tincidn con cloruro de trifeniltetrazolio (TTC) de las secciones de cerebro coronal mostraron que el MANF redujo el
volumen de infarto en comparacién con los animales tratados con PBS (P = 0,034, prueba de t de Student, n = 17-24;
Figura 3). (D) El efecto neuroprotector también se observé como una disminucion de la asimetria corporal usando la
prueba de oscilacion corporal parcial (P = 0,041, prueba de t de Student). El grupo de MANF se combina a partir de
dos dosis: dosis de un total de 20 pg (3,3 pg por orificio nasal; 0,33 pg/ul de solucién n = 10, promedio de 68 + 17) y
una dosis de un total de 60 pg (10 ug por orificio nasal; 1 pug/ul de solucion n = 14, promedio de 80 + 15), ya que ambos
grupos tuvieron resultados muy similares.

En otro grupo de animales, se administré la dosis de MANF de un total de 20 pg (3,3 pg por orificio nasal; 0,33 pg/pl)
de manera similar a la anterior y se monitorizé el comportamiento de las ratas a lo largo de 2 semanas para medir la
recuperacion funcional. Se analizaron la actividad de oscilacion parcial, la puntuacién de Bederson, la distancia
recorrida y la actividad vertical en los dias 2, 7 y 14 posteriores al accidente cerebrovascular. EIl ANOVA de dos vias
con mediciones repetidas mostrd una interacciéon Tratamiento X Tiempo significativa (F2,54) = 9,34, P <0,001 para la
oscilacion parcial y F(2,54) = 7,97, P <0,001 para la puntuacién de Bederson (Figura 4; n = 14-15). Los datos muestran
que el tratamiento previo con la proteina MANF recombinante administrada por via intranasal promovié la recuperacion
funcional de los sintomas de accidente cerebrovascular.

Ejemplo 4

El presente estudio fue disefiado para evaluar la penetracion cerebral y la cinética de la proteina CDNF humana
recombinante (rhCDNF) marcada radioactivamente administrada por via intranasal en primates no humanos. Se
administré6 rhCDNF marcado con 24l usando el método de lactoperoxidasa (400 pg, 500 uCi; formulado en BSA al 1%,
ascorbato sédico al 0,1% y &cido gentisico al 0,1%, pH 6,4) a la cavidad nasal de macacos cynomolgus. Se usé la
tomografia por emisién de positrones (PET) para determinar la penetracion de la nariz al cerebro del marcador 124l
rhCDNF.

Uso animal. En este estudio se usaron cuatro monos cynomolgus hembra (macaca fascicularis) (MPI Research). Los
monos tenian de 2-4 afios de edad y pesaron 3,08 * 0,22 kg en el dia de la toma de imagen. Se establecieron las
salas de los animales para mantener una temperatura de 18-26°C, una humedad relativa de 50 + 20%, tanto como
sea posible y ciclos intermitentes de luz y oscuridad de aproximadamente 12 horas. Se proporcion6 alimento y agua
ad libitum apropiados para la dieta de los primates. Para diversos procedimientos donde se manipularon animales, p.
ej., examenes fisicos, los animales se podrian haber sedado a este efecto con ketamina. Cada animal estuvo en
ayunas durante un minimo de 4 horas antes de la induccion de la anestesia con una dosis de ketamina (5-10 mg/kg
IM), seguido de isoflurano (1-2%) con oxigeno (2%) durante la duracién de cada escaner. El bienestar del animal para
este estudio cumplié con la Ley del Bienestar Animal del Departamento de Agricultura de los EE. UU. (USDA) (9 CFR
Partes 1, 2 y 3). Se sigui6 la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, National Academy Press,
Washington, D. C., 2011. Las instalaciones de animales mantienen una declaracién de Garantia de Bienestar Animal
con los Institutos Nacionales de la Oficina de Salud de Bienestar de Animales de Laboratorio.

Dispositivo. Se us6 un dispositivo de administracion olfatoria presurizado similar al descrito en la Publicacién de
Solicitud de Patente de los EE.UU. N°. US2012/027754 para la administracion intranasal de la rhCDNF.

Imagenes por tomografia por emisién de positrones y andlisis de imagenes. Se adquirieron datos del movimiento en
lecho continuo de todo el cuerpo y tomografia de emision de positrones focalizada (PET) y tomografia computerizada
(CT) en un Focus220 microPET (Siemens Medical Systems, Knoxville, TN) y CereTom CT (NeuroLogica Corp,
Danvers, MA), respectivamente. Cada mono se anestesio, intub6 y coloco en la camilla PET primero en la cabeza y
en posicion prono para el escaner. Se administraron dos dosis por orificio nasal en la camilla. Inmediatamente después
de que se administrd la dosis final, se realiz6 un escaner PET del cerebro dinamico focalizado durante 225 minutos.
Se realiz6 un escaner adicional 24 h después de la dosificacion para evaluar la cinética del aclaramiento cerebral del
marcador.
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Se obtuvieron los datos de emisién en modo de lista 3D y se volvieron a archivar en sinogramas 2D. Las imagenes
PET se reconstruyeron mediante un algoritmo de Maximizacion de Expectativa de Subgrupo Ordenado 2D (OSEM2D).
Se hicieron correcciones para la normalizacién, decaimiento, tiempo muerto, muestreos y atenuacién del detector. El
escaner dinamico se volvio a archivar en cuadros de 45 x 5 minutos y cuadro de 1 x 225 minutos. Cada imagen CT
reconstruida se volvié a muestrear e interpolar a la misma resolucién de voxel que la imagen PET adjunta (0,9 mm).
Cada imagen PET se registrd conjuntamente con la imagen CT correspondiente (Figura 5).

A partir de las imagenes PET/CT previamente procesadas se generaron peliculas de Proyeccién de Maxima Intensidad
(MIP) giratoria e imagenes de vista de 3 cortes centradas en el cerebro. Se eligié una escala de color lineal para el
intervalo de intensidad de 0,2 a 20% de ID/ml. Se definieron las Regiones de Interés (ROIs) par la cavidad nasal
superior, garganta y tiroides aplicando una combinacion de umbrales de segmentacion manuales y automaticos al
PET o se dibujaron a mano en las imagenes registradas conjuntamente. Las ROls para varias regiones del cerebro
que incluyen el cerebro completo se adquirieron ajustando a un atlas de cerebro de Cynomolgus patentado de 45
regiones a los cerebros de cada mono. Se generd una hoja de calculo maestra que incluia el volumen, la actividad y
la concentracion (Actividad/Volumen) en cada punto de tiempo para cada ROI generado.

Los datos de imagenes PET muestran que la proteina CDNF humana recombinante, como una sustancia
farmacoldgica, es capaz de penetrar de la nariz al cerebro cuando se pulveriza y se suministra a la cavidad nasal
superior en primates no humanos sanos (Figura 6A-B). Usando una formulacién genérica no optimizada, el rhCDNF
suministrado por via intranasal ya alcanzé niveles cerebrales correspondientes al 1-4% de la dosis total inyectada. Las
areas cerebrales con el mayor porcentaje de dosis inyectada por gramo de cantidades de tejido se enumeran en la
Tabla 2.

Los datos de imagenes PET también muestran que aproximadamente el 92 + 1% del rhCDNF suministrado al cerebro
se elimina del cerebro dentro de las 24 horas (Figura 6C), lo que sugiere que la vida media cerebral del rhCDNF es
del orden de 6 horas. El uso de la técnica de imagen in vivo junto con un dispositivo disefiado para el suministro de
farmacos de la nariz a al cerebro en humanos y animales grandes confirma que los factores neurotréficos de la familia
de CDNF se pueden administrar eficazmente al cerebro a través de la ruta de administracion nasal.

Ejemplo 5

El presente estudio fue disefiado para evaluar la penetracion cerebral de la proteina CDNF humana recombinante
(rhCDNF) marcada radioactivamente administrada por via intranasal. Se administré6 rhCDNF marcada con 24| usando
el método de lactoperoxidasa (400 pg, 500 uCi; formulada en BSA al 1%, ascorbato sddico al 0,1% y acido gentisico
al 0,1%, pH 6,4) a la cavidad nasal en macacos cynomolgus. Se usé la autorradiografia para determinar la penetracion
de la nariz al cerebro del marcador '?#I-rhCDNF.

Uso animal. Se usaron los mismos procedimientos con animales como en el Ejemplo 4.

Dispositivo. Se usé el mismo dispositivo de dosificacion intranasal y el mismo procedimiento de dosificacion que en el
Ejemplo 4.

Autorradiografia. A la hora de finalizacion programada (después de un punto de tiempo de imagen de cuerpo entero
de 4 horas), se sacrifico un animal y se le extrajo la cabeza. La cabeza se congelé posteriormente en un bafo de
hexano/hielo seco y se embebié en una matriz de carboximetilcelulosa al 5%. La cabeza embebida se monté sobre
una platina de criomacrotomo mantenida a aproximadamente -10°2 a -30°C y se seccion6 en secciones de
aproximadamente 40 um de grosor tomadas cada 0,5 mm en el plano sagital y se capturaron en cinta adhesiva. La
autorradiografia de '?4l cuantitativa se realizé con 52 cortes y de 40 um de grosor en una seccion del cerebro que
abarca el area entre los dos ojos.

En particular, se analizaron las siguientes regiones: cavidad nasal, bulbo olfatorio, tracto olfatorio, corteza olfatoria,
talamo, cuerpo estriado, sustancia negra, hipotalamo y ventriculo lateral. Se tomé una imagen de luz blanca de la cara
en bloque en cada seccién. Un conjunto de secciones se montaron, se expusieron a pantallas de imagenes de fésforo
y se escanearon usando el sistema de adquisicion de imagen Storm 860 (Figura 7). La cuantificacién, en relacion con
los estdndares de calibracion, se realizé usando el paquete informatico de analisis de imagen VivoQuant. La curva de
calibracion estandar se construy6 a partir de la actividad calculada en las imagenes de autorradiografia y de las
concentraciones normales de los estandares de calibracion-['2*l] usando regresién lineal. Esto se continud por el
registro de imagenes donde se registraron los cortes de autorradiografia con las imagenes de luz blanca
correspondientes. Después, se cargaron las imagenes registradas en el paquete informatico de analisis VivoQuant y
se dibujaron manualmente las ROIs sobre los datos de luz blanca. Cada regién ROl se dibujo en un corte
representativo y se calcul6 la intensidad media en las imagenes de autorradiografia calibradas para cada una de ellas.
Se indicd también la radioactividad de fondo para cada corte para referencia.

Como se muestra en la Figura 8, la cuantificacién de los datos de autorradiografia sugiere que la '2*I-rhCDNF
administrada por via intranasal penetra en varias estructuras cerebrales del cerebro, el cerebelo y el ventriculo lateral.

Para confirmar el suministro de rhCDNF de la nariz al cerebro en primates no humanos se usoé la autorradiografia para
visualizar el rhCDNF marcado radioactivamente en las secciones de un primate no humano al que se le realizé la
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necropsia 4 horas después de la administracion nasal del marcador. Los datos de autorradiografia confirman que
habia penetrado algo de rhCDNF marcado al cerebro desde la cavidad nasal superior. Se detect6 sefal en varias
regiones del cerebro, que incluyen cerebelo, tronco encefalico, talamo, cuerpo estriado, sustancia negra, hipotalamo
y bulbo olfatorio. La presunta ruta de entrada a los ventriculos laterales es a través de los conductos de liquido
cefalorraquideo (LCR) a través de la placa cribiforme. Estos datos sugieren que el rhCDNF administrado por via
intranasal obtiene acceso al permitiendo una amplia distribuciéon en el SNC.

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de CDNF y MANF

Secuencia de amino&cidos de CDNF maduro:

QEAGGRPGAD CEVCKEFLNR FYKSLIDRGYV NFSLDTIEKE LISFCLDTKG
KENRLCYYLG ATKDAATKIL SEVTRPMSVH MPAMKICEKL KKLDSQICEL
KYEKTLDLAS VDLREKMRVAE LEKQILHSWGE ECRACAEKTD YVNLIQELAP

KYAATHPKTE L (SEQ ID NO:1)

Secuencia de amino&cidos de CDNF con una secuencia sefal:

MWCASPVAVY AFCAGLLVSH PVLTQGQEAG GRPGADCEVC EKEFLNRFYKS LIDRGVNESL
DTIIEEKELISF CLDTEGKENR LCYYLGATKD AATKILSEVT RPMSVHMPAM EKICEEKLEKEKLD
SQICELKYEK TLDLASVDLR EMRVAELEQI LHSWGEECRA CAEEKTDYVNL IQELAPKYAA
THPKTEL (SEQ ID NO:Z2)

Secuencia de aminoacidos de MANF maduro:

LRPGDCEVCI SYLGRFYQDL KDRDVTESPA TIENELIKFC REARGEKENRL
CYYIGATDDA ATKIINEVSK PLAHHIPVEK ICEKLKEKEKDS QICELKYDEKQ

[DLSTVDLEKK LRVKELEEKIL DDWGETCKGC AEKSDYIRKI NELMPKYAPK

rlj

AASARTDL (SEQ ID NO:3)

Secuencia de amino&cidos de MANF con una secuencia senal:

MWATQGLAVA LALSVLPGSR ALRPGDCEVC ISYLGREYQD LKDRDVTESP
ATIENELIKF CREARGKENR LCYYIGATDD AATKIINEVS KPLAHHIPVE

DDWGETCKG

KICEKLKKKD SQICELKYDK QIDLSTVDLK KLRVEKELKKI |
CAEKSDYIRK INELMPKYAP KAASARTDL (SEQ ID NO:4)

Tabla 2. Regiones cerebrales con una cantidad de sefal significativa (% de ID por gramo de tejido) en escaneres
dinamicos cerebrales PET después de la administracion intranasal de '?*I-rhCDNF en macacos cynomolgus (n = 4;
promedio de escaneres PET tomados inmediatamente después de la dosis).

Region cerebral % de ID/g (promedio) S.E.M.

Cerebro posterior 0,106% 0,0199
Cerebelo 0,093% 0,0071
Cerebro anterior 0,090% 0,0060
Cerebro medio 0,084% 0,0089
Putamen 0,083% 0,0093
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Hipocampo 0,082% 0,0117
Ventriculos 0,079% 0,0066
Talamo 0,077% 0,0108
Tracto de materia blanca 0,076% 0,0038
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<213> Homo sapiens

Gly

5

Phe

Ile

Asn

Ile

Lys

85

Lys

Arg

Arg

Ala

Arg

Tyr

Glu

Arg

Leu

70

Ile

Tyr

Val

Ala

Pro
150

Pro

Lys

Lys

Leu

55

Ser

Cys

Glu

Ala

Cys

135

Lys

Gly

Ser

Glu

40

Cys

Glu

Glu

Lys

Glu

120

Ala

Tyr
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Ala

Leu

25

Leu

Tyr

Val

Lys

= =
(=32
Ul R

Leu

Glu

Ala

Asp

10

Ile

Ile

Tyr

Thr

Leu

90

Leu

Lys

Lys

Ala

Cys

Asp

Ser

Leu

Arg

75

Lys

Asp

Gln

Thr

Thr
155

Glu

Arg

Phe

Gly

Pro

Lys

Leu

Ile

Asp

140

His

13

Val

Gly

Cys

45

Ala

Met

Leu

Ala

Leu
125

Tyr

Pro

Cys

val

30

Leu

Thr

Ser

Asp

His

val

Lys

Lys

15

Asn

Asp

Lys

Val

Ser

95

Val

Ser

Asn

Thr

Glu

Phe

Thr

Asp

His

80

Gln

Asp

Trp

Leu

Glu
160



<400> 2

Met

Leu

Pro

Lys

Lys

65

Leu

Ser

Cys

Glu

Ala

145

Cys

Lys

Trp

val

Gly

Ser

50

Glu

Cys

Glu

Glu

Lys

130

Glu

Ala

Tyr

<210>3

<211> 158

Cys

Ser

Ala

35

Leu

Leu

Tyr

Val

Lys

115

Thr

Leu

Glu

Ala

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Ala

His

20

Asp

Ile

Ile

Tyr

Thr

100

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala
180

Ser

Pro

Cys

Asp

Ser

Leu

85

Arg

Lys

Asp

Gln

Thr

165

Thr

Pro

Val

Glu

Arg

Phe

70

Gly

Pro

Lys

Leu

Ile

150

Asp

His

Val

Leu

Vval

Gly

55

Cys

Ala

Met

Leu

Ala

135

Leu

Tyr

Pro

Ala

Thr

Cys

40

val

Leu

Thr

Ser

Asp

120

Ser

His

Val

Lys
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vVal

Gln

25

Lys

Asn

Asp

Lys

vVal

105

Ser

val

Ser

Asn

Thr
185

Val

10

Gly

Glu

Phe

Thr

Asp

90

His

Gln

Asp

Trp

Leu

170

Glu

Ala

Gln

Phe

Ser

Lys

75

Ala

Met

Ile

Leu

Gly

155

Ile

Leu

Phe

Glu

Leu

Leu

60

Gly

Ala

Pro

Cys

Arg

140

Glu

Gln

14

Cys

Ala

Asn

45

Asp

Lys

Thr

Ala

Glu

125

Lys

Glu

Glu

Ala

Gly

30

Arg

Thr

Glu

Lys

Met

110

Leu

Met

Cys

Leu

Gly

15

Gly

Phe

Ile

Asn

Ile

95

Lys

Lys

Arg

Arg

Ala
175

Leu

Arg

Tyr

Glu

Arg

80

Leu

Ile

Tyr

Val

Ala

160

Pro
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<400> 3

Leu

Tyr

Glu

Arg

Ile

65

Ile

Tyr

Val

Gly

Pro
145

Arg

Gln

Asn

Leu

Asn

Cys

Asp

Lys

Cys

130

Lys

<210> 4

<211> 179

Pro

Asp

Glu

35

Cys

Glu

Glu

Lys

Glu

115

Ala

Tyr

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4
Met Trp Ala Thr Gln Gly Leu

1

Gly

Leu

20

Leu

Tyr

Val

Lys

Gln

100

Leu

Glu

Ala

Asp

Lys

Ile

Tyr

Ser

Leu

85

Ile

Lys

Lys

Pro

5

Cys

Asp

Lys

Ile

Lys

70

Lys

Asp

Lys

Ser

Lys
150

Glu

Arg

Phe

Gly

Pro

Lys

Leu

Ile

Asp

135

Ala

Pro Gly Ser Arg Ala Leu Arg

20

Tyr Leu Gly Arg Phe Tyr Gln

35

val

Asp

Cys

40

Ala

Leu

Lys

Ser

Leu

120

Tyr

Ala

Ala

Pro

Asp Leu Lys Asp Arg

40
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Cys

vVal

25

Arg

Thr

Ala

Asp

Thr

105

Asp

Ile

Ser

vVal

Ile

10

Thr

Glu

Asp

His

Ser

90

val

Asp

Arg

Ala

Ala
10

Ser

Phe

Ala

Asp

His

75

Gln

Asp

Trp

Lys

Arg
155

Leu

Tyr Leu

Ser Pro

Arg Gly

45

Ala Ala

Ile Pro

Ile Cys

Leu Lys

Gly Glu

125

Ile Asn
140

Thr Asp

Ala Leu

Gly Asp Cys Glu Val

25

45

15

Gly

Ala

30

Lys

Thr

val

Glu

Lys

110

Thr

Glu

Leu

Ser

Cys
30

Arg Phe
15

Thr Ile

Glu Asn

Lys Ile

Glu Lys

80

Leu Lys
95

Leu Arg

Cys Lys

Leu Met

Val Leu
15

Ile Ser

Asp Val Thr Phe
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15

20

Ser Pro Ala Thr
50

Ile

Arg Gly Lys Glu Asn

65

Ala Ala Thr Lys

Ile Pro Val Glu
100

Ile Cys Glu Leu
115

Ile
85

Lys

Lys

Leu Lys Lys Leu Arg

130

Gly Glu Thr Cys
145

Lys

Ile Asn Glu Leu Met

Thr Asp Leu

<210>5

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Cys Lys Gly Cys
1

<210>6

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Cys Arg Ala Cys
1

165

Glu

Arg

70

Ile

Ile

Tyr

val

Gly

150

Pro

Asn

55

Leu

Asn

Cys

Asp

Lys

135

Cys

Lys

Glu

Cys

Glu

Glu

Lys

120

Glu

Ala

Tyr
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Leu

Tyr

val

Lys

105

Gln

Leu

Glu

Ala

Ile

Tyr

Ser

90

Leu

Ile

Lys

Lys

Pro
170

Lys

Ile

75

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

155

Lys

Phe

60

Gly

Pro

Lys

Leu

Ile

140

Asp

Ala

16

Cys

Ala

Leu

Lys

Ser

125

Leu

Tyr

Ala

Arg

Thr

Ala

Asp

110

Thr

Asp

Ile

Ser

Glu

Asp

His

95

Ser

val

Asp

Arg

Ala
175

Ala

Asp

80

His

Gln

Asp

Trp

Lys

160

Arg
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidn para administracion intranasal que comprende un polipéptido CDNF que comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID N%: 1 o un fragmento funcional de este para usar en el tratamiento intranasal de una
enfermedad del sistema nervioso central.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del
sistema nervioso central, en donde dicha enfermedad del sistema nervioso central se selecciona del grupo que
consiste en: enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, atrofia sistémica mdultiple, esclerosis lateral
amiotréfica, degeneracion lobar frontotemporal, demencia con cuerpos de Lewy, deterioro cognitivo leve, enfermedad
de Huntington, dafio traumatico cerebral y accidente cerebrovascular.

3. La composicion de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2 para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad
del sistema nervioso central, en donde dicha enfermedad del sistema nervioso central es la enfermedad de Alzheimer.

4. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para usar en el tratamiento intranasal de una
enfermedad del sistema nervioso central, en donde dicha enfermedad del sistema nervioso central es la esclerosis
lateral amiotréfica.

5. La composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para usar en el tratamiento intranasal de una
enfermedad del sistema nervioso central, en donde dicha enfermedad del sistema nervioso central es la enfermedad
de Parkinson.

6. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para usar en el tratamiento intranasal de
una enfermedad del sistema nervioso central, en donde dicha enfermedad del sistema nervioso central es accidente
cerebrovascular.

7. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para usar en el tratamiento intranasal de
una enfermedad del sistema nervioso central, en donde dicha composicién es un liquido o un polvo.

8. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 7 para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del
sistema nervioso central, en donde dicha composicién es un espray nasal liquido o gotas nasales.

9. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 8 para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del
sistema nervioso central, en donde dicha composicién es un espray nasal liquido con un promotor de la absorcion.

10. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 7 para usar en el tratamiento intranasal de una enfermedad del
sistema nervioso central, en donde dicha composicién es un polvo.

11. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las anteriores reivindicaciones para usar en el tratamiento
intranasal de una enfermedad del sistema nervioso central, en donde dicho polipéptido CDNF es el CDNF maduro que
tiene una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N¢: 1.
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Figura 1
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