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DESCRIPCION

Péptidos inhibitorios derivados del receptor desencadenante expresado en células mieloides-1 (TREM-1) y del
transcrito similar a TREM 1 (TLT-1) y sus usos

Campo de la invencion

La invencion se refiere a un péptido de menos de 50 aminoacidos que comprende al menos 6 aminoacidos
consecutivos seleccionados de la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 usado en el tratamiento de una
enfermedad cardiovascular.

Antecedentes de la invencion

La enfermedad cardiovascular, el sello distintivo de muchas enfermedades, es un proceso lider de muerte en todo el
mundo.

El infarto de miocardio o cerebral ejemplifica un sindrome clinico complejo que resulta de una isquemia de miocardio
dafina y perjudicial, permanente o de transicion. Esto generalmente es causado por la oclusién de la arteria coronaria
/ cerebral, lo que resulta en un desequilibrio entre el suministro y la demanda de oxigeno.

Los dafios tisulares dependen de la duracion de la isquemia. Para isquemia tan corta como 5 minutos, el tejido
isquémico se recupera finalmente después de la reperfusion, sin sintomas de infarto o consecuencias letales. Sin
embargo, la isquemia de duracion significativa conduce a infarto y reaccion inflamatoria. De hecho, el infarto se asocia
con una reaccion inflamatoria, que es un requisito previo para la cicatrizacion y la formacion de cicatrices [Entman ML
y otros, 1994 y Mehta JL y otros, 1999]. Esta respuesta se amplifica en términos de magnitud y duraciéon cuando el
tejido isquémico se reperfunde.

Esta respuesta es multifasica: la isquemia inicial induce necrosis, formacion de especies de radicales libres de oxigeno,
activacion del complemento y una cascada de citocinas iniciada por la liberacion de TNF-alfa. La fase de reperfusion
del area de infraccion estd asociada con una reaccion inflamatoria aumentada y acelerada responsable del
reclutamiento de leucocitos en el sitio de la isquemia. Los leucocitos reclutados también participan en la liberacion in
situ y sistémica de mediadores inflamatorios, lo que conduce a un estado inflamatorio hiperactivado, responsable de
las consecuencias fisiopatologicas del infarto.

Todos los mediadores inflamatorios tienen efectos controvertidos. De hecho, la fisiopatologia del infarto se equilibra
entre sus efectos beneficiosos y adversos. Por ejemplo, el TNF-alfa muestra efectos citoprotectores durante la
isquemia miocardica, asi como también efectos nocivos [Harjot K Saini. y otros, 2005], en dependencia del tiempo, la
duracién y el nivel de su expresion y liberacion. Esto puede explicar la complejidad de una terapia basada en el bloqueo
de dichos mediadores inflamatorios.

La liberacién de mediadores de la inflamacion (citocinas, quimiocinas, ROS...) y el reclutamiento masivo de leucocitos
juegan un papel importante durante todas las etapas de la cascada isquémica, desde los eventos dafiinos tempranos
provocados por la oclusién arterial hasta los procesos regenerativos tardios subyacentes a la reparacion del tejido
postisquémico. Muchas estrategias terapéuticas dirigidas a esta respuesta inflamatoria no lograron demostrar ninguna
eficacia. Ahora parece obvio que vale la pena tentar actuar sobre los lazos de amplificacion en lugar de sobre el
mediador inflamatorio inducido por isquemia individual.

La aterosclerosis da lugar a enfermedad cerebro-vascular y enfermedad de la arteria coronaria a través de una
formacion de lesién que progresa lentamente y un estrechamiento luminal de las arterias. Tras la rotura de la placa y
la trombosis, estas formas mas comunes de enfermedad cardiovascular se manifiestan como sindrome coronario
agudo (SCA), infarto de miocardio o accidente cerebro-vascular. Los estudios en humanos y animales han establecido
que la aterosclerosis es impulsada por un proceso inflamatorio crénico dentro de la pared arterial iniciado
principalmente en respuesta a estructuras modificadas endégenamente, particularmente lipoproteinas oxidadas que
estimulan respuestas inmunes innatas y adaptativas. La respuesta innata es instigada por la activacion de las células
vasculares y los monocitos/macréfagos, subsecuentemente se desarrolla una respuesta inmune adaptativa contra una
serie de antigenos potenciales presentados a los linfocitos T efectores por las células presentadoras de antigeno [Ait-
Oufella H y otros, 2011]. Los modelos de ratones genéticamente modificados nos ensefiaron que los monocitos
circulantes fueron reclutados en la pared vascular por las quimiocinas y luego se convirtieron en macrofagos y células
espumosas cargadas de lipidos. Los macréfagos intimos promueven el desarrollo de la placa a través de la liberacion
de citocinas, la amplificacion de la inflamacion y la desestabilizacion de la placa a través de la produccion de proteasas
y la acumulacién de apoptosis [Libby P. 2002].

Los monocitos/macrofagos son estimulados por varios mediadores llamados PAMP (para patrones moleculares
asociados a patdgenos) que interactian con los PRR (para receptores de reconocimiento de patégenos). Varios PRR
estan implicados en la fisiopatologia de la aterosclerosis. Por ejemplo, los receptores tipo Toll se expresan en lesiones
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ateroscleréticas humanas y animales. La inhibicion de TLR reduce el desarrollo de aterosclerosis en ratones, lo que
sugiere que atacar tales vias podria ser ateroprotectora [Bjorkbacka H y otros, 2004].

Recientemente, se ha descrito una nueva familia de receptores expresados en células mieloides: Receptores
desencadenantes expresados en células mieloides (TREM). Entre esta familia, TREM-1 se expresa en
monocitos/macréfagos y neutrdfilos. La activacion de TREM-1 conduce a la produccion de citocinas y quimiocinas
(TNF-q, IL-6, IL-8, MCP-1 y -3, MIP-1a..) junto con una rapida desgranulacion de neutréfilos y explosion oxidativa
[Radsak MP y otros, 2004 y Hara H, y otros, 2009].

La funcién TREM-1 es modular/amplificar en lugar de activar/iniciar la inflamacion mediante la sinergia con los TLR
para desencadenar una respuesta inmune exuberante. El papel fisiopatolégico de TREM-1 se identificé en primer lugar
durante las enfermedades infecciosas. De hecho, se ha demostrado que los polipéptidos que comprenden al menos
6 aminoacidos consecutivos de TREM-1 pueden tratar los sintomas de sepsis, shock séptico o afecciones similares a
la sepsis [W02006/056492]. También se sabe que TREM-1 desempefia un papel crucial durante la inflamacién
aséptica, tanto aguda (isquemia-reperfusion mesentérica, choque hemorragico, pancreatitis...) como crénica
(enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedades reumaticas...). Los hallazgos del laboratorio del inventor
describieron que la administracion de un péptido sintético de 17 aminoacidos que abarca la regién complementaria
del lazo 3 de TREM-1 a ratas sometidas a isquemia-reperfusion intestinal previene en parte el colapso cardiovascular,
la acidosis lactica y la respuesta inflamatoria sistémica y hepatica asociada con isquemia-reperfusiéon mesentérica
[Gibot y otros. Crit Care Med. 2008].

TLT-1 (Transcrito similar a Trem 1) es un miembro de la familia TREM, pero se encuentra exclusivamente en
megacariocitos y plaquetas. TLT-1 se identificé por primera vez para desempefiar un papel durante la agregacion de
plaquetas al unir fibrinbgeno y estabilizar el agregado de plaquetas. Pero los nuevos hallazgos del laboratorio del
inventor sobre TLT-1, TLT-1 soluble y polipéptidos derivados de sTLT-1 han demostrado que TLT-1 desempefia un
papel durante la inflamacion al inhibir especificamente TREM-1 [Derive M y otros, 2012, WO2010/124685].

Washington y otros describié que TLT-1 desempefia un papel protector durante la inflamacién al facilitar la agregacion
plaquetaria en los sitios de lesién vascular (Washington y otros, J Clin Invest. 2009).

Dado que se sabe que la agregacion plaquetaria se asocia con un peor resultado durante las enfermedades
cardiovasculares (por ejemplo, infarto de miocardio y aterosclerosis), fue sorprendente encontrar que los péptidos
derivados de TLT-1 tienen un efecto terapéutico sobre las enfermedades cardiovasculares.

Los inventores en la presente descripcion describen que TREM-1 se expresa 1) por las células endoteliales de la aorta,
la arteria mesentérica y las células microvasculares 2) por el tejido miocardico y que su expresion esta regulada por
incremento en areas infartadas después de la isquemia miocardica (isquemia miocardica permanente y transitoria
isquemia miocardica) 3) por los macrofagos reclutados en placas ateromatosas.

También muestran que tanto los péptidos derivados de TREM-1 como los derivados de TLT-1 pueden inhibir
especificamente TREM-1 y disminuir la respuesta inflamatoria asociada a TREM-1 en el infarto de miocardio y la
aterosclerosis.

Como resultado, la administracion de estos péptidos durante la fase aguda de 2 modelos diferentes de isquemia
miocardica (isquemia permanente e isquemia transitoria) fue responsable de una modulaciéon de la respuesta
inflamatoria in situ y el consiguiente trafico de leucocitos, lo que limité la remodelacion cardiaca posisquémica y las
etapas posteriores de progresion de la enfermedad. De hecho, la funcion cardiaca mejoré dramaticamente 6 semanas
después de la isquemia permanente, asi como también el evento de isquemia transitoria (isquemia-reperfusion). Esto
se tradujo en ganancia de supervivencia.

Finalmente demuestran un papel de los péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 en la reduccion de la extension de la
formacion de placa ateromatosa al inhibir especificamente TREM-1.

Por lo tanto, la invencién se refiere a un péptido que comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos seleccionados
de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4 para su uso en el tratamiento de una enfermedad cardiovascular.

Resumen

Un objeto de la invencion es un péptido que comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos de la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO: 4 para su uso en el tratamiento de una enfermedad cardiovascular, en donde la enfermedad
cardiovascular se selecciona de un infarto del miocardio o cerebral, infarto agudo de miocardio, enfermedad coronaria,
sindrome coronario agudo, accidente cerebro-vascular, aneurisma, angina de pecho estable o de esfuerzo,
cardiomiopatia, enfermedad cardiaca hipertensiva, insuficiencia cardiaca (crénica y aguda), cor pulmonale, disritmias
cardiacas, enfermedad cardiaca inflamatoria como endocarditis, miocarditis, enfermedad arterial periférica, disfuncion
miocardica y vascular asociada a SIRS y aterosclerosis.
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En una modalidad, dicho péptido comprende una secuencia de 6 aminoacidos consecutivos seleccionados del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO: 7.

En una modalidad, dicho péptido tiene una longitud de 6 a 20 aminoacidos.

En una modalidad, dicho péptido consiste en una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 3,
la SEQID NO: 4, 1a SEQID NO: 5, la SEQID NO: 6 ola SEQ ID NO: 7.

En una modalidad, dicho péptido consiste en una secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 4.
En una modalidad, la enfermedad cardiovascular es un infarto de miocardio.
En otra modalidad, la enfermedad cardiovascular es la aterosclerosis.

En una modalidad, dicho péptido debe inyectarse a un sujeto que lo necesite para su uso en el tratamiento de una
enfermedad cardiovascular, en donde la enfermedad cardiovascular se selecciona de un infarto de miocardio o
cerebral, infarto de miocardio agudo, enfermedad coronaria, sindrome coronario agudo, accidente cerebro-vascular,
aneurisma, angina de pecho estable o de esfuerzo, cardiomiopatia, enfermedad cardiaca hipertensiva, insuficiencia
cardiaca (crénica y aguda), cor pulmonale, arritmias cardiacas, enfermedad cardiaca inflamatoria como endocarditis,
miocarditis, enfermedad arterial periférica, miocardio y vascular asociado a SIRS disfuncion y aterosclerosis.

En una modalidad, dicho péptido se administrara en combinaciéon con uno o mas de otros compuestos contra
enfermedades cardiovasculares.

En una modalidad, dicho péptido se administrara en combinaciéon con uno o mas de otros compuestos contra
enfermedades cardiovasculares seleccionados de compuestos de estatina, enfoques anticoagulantes, compuestos
anti-aldosterona, inhibidores de ECA y betabloqueantes.

Descripcion detallada
Definiciones
A lo largo de la especificacion, se emplean varios términos y se definen en los siguientes parrafos.

Como se usa en la presente descripcion, el término "TLT-1" para "transcrito similar a TREM 1" denota un miembro de
la familia TREM. El trabajo inicial del grupo Mcvicar [Washington AV y otros, 2004] demostré que TLT-1 es abundante,
especifico para el linaje de plaquetas y megacariocitos, y esta secuestrado en los granulos de plaquetas a. Tras la
activacion de plaquetas con trombina o LPS, TLT-1 se transloca a la superficie de las plaquetas. TLT-1 contiene un
dominio extracelular de tipo Ig de conjunto v, una regién transmembrana y una cola citoplasmatica que comprende un
motivo inhibidor inmunorreceptor basado en tirosina (ITIM) y un dominio rico en poliprolina. A diferencia de otros
miembros de la familia TREM, TLT-1 no se acopla a la cadena de activacion de DAP 12, mientras que se ha
demostrado que mejora la sefalizacion de Ca** en células de leucemia basofilica de rata (RBL), lo que sugiere que
TLT-1 es un receptor coactivador. La secuencia de aminoacidos de TLT-1 se describe como la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1.

Como se usa en la presente descripcion, el término "TREM-1" para "Receptor desencadenante expresado en células
mieloides 1" denota una molécula de la superficie celular que se ha identificado tanto en neutréfilos polimorfonucleares
humanos como murinos y monocitos maduros. Pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas y activa las vias de
sefializacion aguas abajo con la ayuda de una proteina adaptadora llamada DAP12. La expresion de TREM-1 esta
regulada en gran medida por neutréfilos y monocitos en presencia de bacterias tales como Pseudomonas aeruginosa
o Staphylococcus aureus, tanto en cultivo celular como en muestras de tejido de pacientes con infeccion. En contraste
sorprendente, TREM-1 no esta regulado en muestras de pacientes con enfermedades inflamatorias no infecciosas
como psoriasis, colitis ulcerosa o vasculitis causadas por complejos inmunes. Ademas, cuando TREM-1 se une a su
ligando, se observa un efecto sinérgico de LPS y una sintesis amplificada de las citocinas proinflamatorias como TNF-
[alfa] junto con una inhibicidn de la produccién de IL-10. La secuencia de aminoacidos de TREM-1 se describe como
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2.

Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 se describen en la tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Péptidos derivados de TREM-1y TLT-1.

Nombre del Péptido Secuencia SEQID
TLT1-LR17 LQEEDAGEYGCMVDGAR |SEQID NO: 3
TLT1-LR12 LQEEDAGEYGCM SEQ ID NO: 4
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TLT1-LR6-1 LQEEDA SEQ ID NO: 5
TLT1-LR6-2 EDAGEY SEQ ID NO: 6
TLT-1-LR6-3 GEYGCM SEQ ID NO: 7
TREM1-LP17 LQVEDSGLYQCVIYQPP SEQ ID NO: 8
TREM1-LP12 LQVEDSGLYQCV SEQID NO: 9
TREM1-LP6-1 LQVEDS SEQ ID NO: 10
TREM1-LP6-2 EDSGLY SEQ ID NO: 11
TREM1-LP6-3 GLYQCV SEQ ID NO: 12
secuencia aleatoria de LR12 de TLT-1 |ELMEGGQECADY SEQ ID NO: 13

Como se usa en la presente descripcion, el término "variantes conservadoras de la funciéon" denota péptidos derivados
de un péptido de la invencién en el que un residuo de aminoacido dado en una proteina o enzima se ha cambiado sin
alteracion en la conformacion y funcién general del péptido, incluyendo, pero no limitado a, reemplazo de un
aminoacido con uno que tenga propiedades similares (tales como, por ejemplo, polaridad, potencial de enlace de
hidrégeno, acido, basico, hidrofébico, aromatico y similares). Los aminoacidos distintos de los indicados como
conservados pueden diferir en una proteina, de modo que el por ciento de similitud de secuencia de proteinas o
aminoacidos entre dos proteinas cualquiera de funcion similar puede variar y puede ser, por ejemplo, del 70 % al 99
% segun lo determinado de acuerdo con un método de alineacion tal como el Método del cluster, en el que la similitud
se basa en el algoritmo MEGALIGN. Una "variante conservadora de la funciéon" también incluye un péptido que tiene
al menos 20 % de identidad de aminoacidos segun lo determinado por algoritmos BLAST o FASTA, preferentemente
40 % con mayor preferencia 60 %, preferentemente al menos 75 %, con la maxima preferencia al menos 85 %, y aun
con mayor preferencia al menos 90 %, y que tiene las mismas o sustancialmente similares propiedades o funciones
que la proteina nativa u original con la que se compara.

Como se usa en la presente descripcion, el término "derivado” se refiere a una variacion de un péptido de la invencién
o de una variante conservadora de la funcion del mismo que se modifica de cualquier otra manera, es decir, mediante
la unién covalente de cualquier tipo de molécula al péptido, mediante la adicion de un compuesto quimico en cualquiera
de los aminoacidos de la secuencia, para modificar in vitro o en vivo conformacion, actividad, especificidad, eficacia o
estabilidad del péptido.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "tratar" o "tratamiento” denotan revertir, aliviar, inhibir el progreso
o prevenir el trastorno o afeccién a la que se aplica dicho término, o uno o mas sintomas de dicho trastorno o afeccion.

De acuerdo con la invencion los términos "farmacéuticamente" o "farmacéuticamente aceptable" se refiere a
composiciones y entidades moleculares que no producen una reaccién adversa, alérgica u otra reaccién inapropiada
cuando se administran a un mamifero, especialmente un humano, de manera adecuada. Un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable se refiere a una carga liquida, semisdlida o sélida no toxica, diluyente, material de
encapsulacion o auxiliar de formulacion de cualquier tipo.

De acuerdo con la invencion, el término "paciente" o "individuo" a tratar esta destinado a un mamifero humano o no
humano (como un roedor (ratén, rata), un felino, un canino o un primate) afectado o Es probable que se vea afectado
por trastornos inflamatorios. Preferentemente, el sujeto es un humano.

Péptidos

Un aspecto de la invencion se refiere a un péptido que comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos
seleccionados de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4 para su uso en el tratamiento de una enfermedad
cardiovascular, en donde la enfermedad cardiovascular se selecciona de un infarto del miocardio o cerebral, infarto
agudo de miocardio, enfermedad coronaria, sindrome coronario agudo, accidente cerebro-vascular, aneurisma, angina
de pecho estable o de esfuerzo, cardiomiopatia, enfermedad cardiaca hipertensiva, insuficiencia cardiaca (crénica y
aguda), cor pulmonale, disritmias cardiacas, enfermedad cardiaca inflamatoria como endocarditis, miocarditis,
enfermedad arterial periférica, disfuncién miocardica y vascular asociada a SIRS y aterosclerosis.

En una modalidad, dicho péptido no es la SEQ ID NO: 1.
En una modalidad, dicho péptido no es la SEQ ID NO: 2.

En una modalidad, el péptido tiene una longitud de menos de 50 aminoacidos, menos de 40, 35, 30, 25, 20
aminoacidos.
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En una modalidad preferida, el péptido de acuerdo con la invencion tiene una longitud de 6 a 20 aminoacidos, o de 10
a 20 aminoacidos, o de 12 a 18 aminoacidos o de 14 a 16 aminoacidos.

En una modalidad preferida, el péptido de acuerdo con la invencion tiene una longitud de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 aminoacidos.

En otra modalidad, el péptido de acuerdo con la invencion comprende una secuencia de 6 consecutivos aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7.

En otra modalidad preferida, el péptido de acuerdo con la invenciéon comprende una secuencia de aminoacidos como
se establece en SEQ ID NO: 3.

En otra modalidad preferida, el péptido de acuerdo con la invenciéon comprende una secuencia de aminoacidos como
se establece en SEQ ID NO: 4.

En otra modalidad preferida, el péptido de acuerdo con la invencién consiste en una secuencia de aminoacidos como
se establece en SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7.

En otra modalidad, el péptido de acuerdo con la invencién puede tener configuracion D o L.

En otra modalidad, el aminoacido del extremo amino del péptido de acuerdo con la invencion tiene un grupo amino
terminal acetilado, y el aminoacido del extremo carboxilo tiene un grupo carboxilo terminal amidado. Por lo tanto, la
invencion también incluye derivados del péptido de la invencion en el que el extremo amino terminal esta acetilado o
en el que el extremo carboxilo terminal esta amidado.

Ademas, los péptidos de acuerdo con la invencion pueden sufrir modificaciones quimicas reversibles para aumentar
su biodisponibilidad (incluida la estabilidad y la solubilidad en grasas) y su capacidad para pasar la barrera
hematoencefalica y el tejido epitelial. Los ejemplos de tales modificaciones quimicas reversibles incluyen la
esterificacion de los grupos carboxilo de aminoacidos glutamicos y asparticos con un alcohol, de esta manera retirando
la carga negativa del aminoacido y aumentando su hidrofobicidad. Esta esterificacion es reversible, ya que el enlace
de éster formado es reconocido por las esterasas intracelulares que lo hidrolizan, restaurando la carga a los residuos
aspartico y glutamico. El efecto neto es una acumulaciéon de péptido intracelular, ya que el péptido desesterificado
internalizado no puede atravesar la membrana celular.

Otro ejemplo de tales modificaciones quimicas reversibles incluye la adicion de una secuencia peptidica adicional, que
permite el aumento de la permeabilidad de la membrana, como un péptido TAT o un péptido Penetratin (ver - Charge-
Dependent Translocation of the Trojan. A Molecular View on the Interaction of the Trojan Peptide Penetratin with the
15 Polar Interface of Lipid Bilayers. Biophysical Journal, Volume 87, Issue 1, 1 July 2004, Pages 332-343).

Los péptidos de acuerdo con la invencién pueden obtenerse a través de métodos convencionales de sintesis quimica
de péptidos en fase solida, siguiendo la metodologia basada en Fmoc y/o Boc 20 (véase Pennington, M.W. and Dunn,
B.N. (1994). Peptide synthesis protocols. Humana Press, Totowa.).

Alternativamente, los péptidos de acuerdo con la invencion pueden obtenerse a través de métodos convencionales
basados en tecnologia de ADN recombinante, por ejemplo, a través de un método que, en resumen, incluye insertar
la secuencia de acido nucleico que codifica el péptido de la invencién en un plasmido o vector apropiado,
transformando células competentes para dicho plasmido o vector, y cultivar dichas células en condiciones que
permitan la expresion del péptido de la invencioén y, si se desea, aislar y (opcionalmente) purificar el péptido de la
invencion a través de medios convencionales conocidos por expertos en estos asuntos. La secuencia de acido nucleico
que codifica el péptido de la invencién puede deducirse facilmente de la correspondencia que existe entre los
aminoacidos y los codones de nucledtidos que codifican dichos aminoacidos. En este caso, un objeto adicional de la
invencion es una secuencia de acido nucleico aislada que codifica el péptido de la invencién. En una modalidad
particular, dicho acido nucleico se selecciona de ADN monocatenario, ADN bicatenario y ARN. Otros objetos
adicionales de esta invencion son los plasmidos y los vectores de expresion que contienen dicha secuencia de acido
nucleico que codifica el péptido de la invencién, asi como también las células procariotas o eucariotas que expresan
el péptido de la invencion. Se puede encontrar una revision de los principios de la tecnologia del ADN recombinante,
por ejemplo, en el libro de texto titulado "Principles of Gene Manipulation: An 5 Introduction to Genetic Engineering,"
R.W. Old & S.B. Primrose, published by Blackwell Scientific Publications, 4ta Edicion (1989).

Como se describid, la invencion también incluye péptidos que son funcionalmente equivalentes a los péptidos de la
invencidon o "variante conservadora de funciones". En el sentido usado en esta descripcion, la expresion
"funcionalmente equivalente" significa que el péptido en cuestion tiene al menos una de las actividades biolégicas del
péptido de la invencién, como, por ejemplo, la capacidad de disminuir la inflamacion.

El efecto de los péptidos de la invencién se hara evidente para la persona experta mediante la implementacion de una
prueba simple para evaluar la disminucion de la inflamacién en las enfermedades cardiovasculares debido a los
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péptidos. Por ejemplo, 5x10° neutréfilos humanos aislados o macrofagos o células endoteliales se incuban en
presencia de 100 ng/ml de LPS y/o 10 ug/ml de AcM anti-TREM-1 con o sin 20 ug/ml de polipéptido durante 24 horas
a 37 °C/ 5 % CO,. Luego se recoge el sobrenadante y se miden las concentraciones de TNF-q, IL-6 y GM-CSF
mediante ELISA. Si el péptido estudiado inhibe TREM-1, las concentraciones de citocinas deben disminuir hasta en
un 30 % o mas en comparacion con las condiciones sin péptido.

Acidos nucleicos, vectores y células huésped recombinantes de la invencion.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica péptidos de acuerdo con
la invencion.

En una modalidad preferida, la molécula de acido nucleico que codifica un péptido que tiene una secuencia SEQ ID
NO: 3, 1a SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7.

Una "secuencia codificante” o una secuencia "que codifica" un producto de expresion, como un ARN, péptido, proteina
0 enzima, es una secuencia de nucleétidos que, cuando se expresa, da como resultado la produccion de ese ARN,
péptido, proteina o enzima, es decir, la secuencia de nucleétidos codifica una secuencia de aminoacidos para ese
péptido, proteina o enzima. Una secuencia codificante para una proteina puede incluir un coddén de inicio
(generalmente ATG) y un codoén de parada.

Estas moléculas de acido nucleico pueden obtenerse por métodos convencionales bien conocidos por los expertos en
la técnica, en particular por mutagénesis de sitio dirigido del gen que codifica la proteina nativa. Tipicamente, dicho
acido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que puede incluirse en un vector adecuado, tal como un plasmido,
césmido, episoma, cromosoma artificial, fago o vector viral.

Por lo tanto, un objeto adicional de la presente invencion se refiere a un vector y un casete de expresion en el que una
molécula de acido nucleico de la invencion esta asociada con elementos adecuados para controlar la transcripcion (en
particular, promotor, potenciador y, opcionalmente, terminador) y, opcionalmente, traduccion, y también los vectores
recombinantes en los que se inserta una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon. Estos vectores
recombinantes pueden ser, por ejemplo, vectores de clonacion o vectores de expresion.

Los términos "vector", "vector de clonaciéon" y "vector de expresion” significan el vehiculo por el cual una secuencia de
ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) puede introducirse en una célula huésped, para transformar el huésped y
promover la expresion (por ejemplo, transcripcion y traduccion) de la secuencia introducida.

Puede usarse cualquier vector de expresion para células animales, siempre que se pueda insertar y expresar un gen
que codifique un péptido o derivado quimérico de la invencidon. Los ejemplos de vectores adecuados incluyen
pAGE107, pAGE103, pHSG274, pKCR, pSG1 beta d2-4 y similares.

Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos replicantes que comprenden un origen de replicacion, o plasmidos
integrativos, tales como, por ejemplo, pUC, pcDNA, pBR y similares.

Otros ejemplos de vectores virales incluyen vectores adenovirales, retrovirales, virus del herpes y AAV. Dichos virus
recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como transfectando células de
empaquetamiento o mediante transfeccion transitoria con plasmidos auxiliares o 30 virus. Los ejemplos tipicos de
células de empaquetamiento de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv+, células 293, etc. Los
protocolos detallados para producir tales virus recombinantes defectuosos en la replicacién pueden encontrarse, por
ejemplo, en los documentos WO 95/14785, WO 96/22378, US 5,882,877, US 6.013.516, US 4,861,719, US 5,278,056
y WO 94/19478.

Los ejemplos de promotores y potenciadores usados en el vector de expresion para células animales incluyen el
promotor temprano y potenciador de SV40 (Mizukami T. y otros 1987), promotor LTR y potenciador del virus de la
leucemia de ratén Moloney (Kuwana Y y otros, 1987), promotor (Mason JO y otros, 1985) y potenciador (Gillies SD y
otros, 1983) de la cadena H de inmunoglobulina y similares.

La invencion también incluye sistemas de administracion de genes que comprenden una molécula de acido nucleico
de la invencidn, que puede usarse en terapia génica en vivo o ex vivo. Esto incluye, por ejemplo, vectores de
transferencia viral tales como los derivados de retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, lentivirus, que se usan
convencionalmente en terapia génica. Esto también incluye sistemas de administracion de genes que comprenden
una molécula de acido nucleico de la invencion y un vehiculo de administracion de genes no virales. Los ejemplos de
vehiculos de administracion de genes no virales incluyen liposomas y polimeros tales como polietileniminas,
ciclodextrinas, polimeros de histidina/lisina (HK), etc.

Otro objeto de la invencion es también una célula huésped procariota o eucariota transformada genéticamente con al
menos una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion.
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El término "transformacion” significa la introduccion de un gen "extrafio" (es decir, extrinseco o extracelular), secuencia
de ADN o ARN a una célula huésped, de modo que la célula huésped expresara el gen o secuencia introducida para
producir una sustancia deseada, tipicamente un proteina o enzima codificada por el gen o secuencia introducido. Una
célula huésped que recibe y expresa ADN o ARN introducido ha sido "transformada".

Preferentemente, para expresar y producir los péptidos, y en particular el péptido de acuerdo con la invencion, se
elegiran células eucariotas, en particular células de mamifero, y mas particularmente células humanas.

Tipicamente, podrian usarse lineas celulares tales como CHO, BHK-21, COS-7, C127, PER.C6 o HEK293 25, por su
capacidad para procesar las modificaciones postraduccionales correctas de los derivados.

La construccion de vectores de expresion de acuerdo con la invencion, la transformacién de las células huésped se
puede llevar a cabo mediante el uso de técnicas convencionales de biologia molecular. Los derivados de la subunidad
c de la V-ATPasa de la invencion pueden obtenerse, por ejemplo, cultivando células genéticamente transformadas de
acuerdo con la invencion y recuperando el derivado expresado por dicha célula del cultivo. Luego, si es necesario,
pueden purificarse mediante procedimientos convencionales, conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo,
mediante precipitacion fraccionada, en particular precipitacion con sulfato de amonio, electroforesis, filtracion en gel,
cromatografia de afinidad, etc.

En particular, los métodos convencionales para preparar y purificar proteinas recombinantes pueden usarse para
producir las proteinas de acuerdo con la invencion.

Métodos terapéuticos, usos y composiciones farmacéuticas.

Un tercer objeto de la presente invencion se refiere a un péptido de acuerdo con la invencion para su uso en el
tratamiento de una enfermedad cardiovascular.

Un objeto de la invencion es un método para tratar una enfermedad cardiovascular en un sujeto que lo necesita, que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un péptido como se describe aqui
anteriormente. En una modalidad, dicho método comprende administrar un péptido como se describe aqui
anteriormente, en donde dicho péptido inhibe TREM-1.

Enfermedad cardiovascular de acuerdo con la invencién que incluye pero no se limita a infarto de miocardio y cerebro,
infarto agudo de miocardio, isquemia, enfermedad coronaria, sindrome coronario agudo, accidente cerebro-vascular,
aneurisma, angina de pecho estable o de esfuerzo, cardiomiopatia, enfermedad cardiaca hipertensiva, insuficiencia
cardiaca (cronica y aguda), cor pulmonale, disritmias cardiacas, enfermedades cardiacas inflamatorias como
endocarditis, miocarditis, enfermedad arterial periférica, disfuncién vascular y miocardica asociada a SIRS,
aterosclerosis.

En una modalidad, la condicién de enfermedad cardiovascular es infarto de miocardio.

En otra modalidad, la condicion de enfermedad cardiovascular es la arteriosclerosis.

En otra modalidad, la condicién de enfermedad cardiovascular es la disfuncién vascular y miocardica asociada a SIRS.

En una modalidad, la enfermedad cardiovascular no es la isquemia reperfusién mesentérica.

En otra modalidad, la enfermedad cardiovascular no comprende proteccién cardiovascular durante la sepsis
polimicrobiana.

En una modalidad, los péptidos de la invencién no se usan para tratar la sepsis.

En una modalidad, los péptidos de la invencién no se usan para tratar isquemia y sindromes de reperfusion.

En una modalidad, los péptidos de la invencién no se usan para tratar pacientes con afecciones hipercoaguladoras.
En una modalidad, los péptidos de la invencién no se usan para tratar la hemorragia asociada a la inflamacion.

En una modalidad, los péptidos de la invencién no se usan para tratar la miocarditis viral aguda.

En una modalidad de la invencion, los péptidos de la invencién se usan para tratar una enfermedad cardiovascular
seleccionada en el grupo que consiste en infarto de miocardio y cerebro, isquemia miocardica, enfermedad coronaria,
accidente cerebro-vascular, aneurisma, angina de pecho estable o de esfuerzo, cardiomiopatia, hipertensiva
enfermedad cardiaca, insuficiencia cardiaca (crénica y aguda), cor pulmonale, arritmias cardiacas, enfermedad

cardiaca inflamatoria como endocarditis, miocarditis, enfermedad arterial periférica, disfuncién miocardica y vascular
asociada a SIRS y aterosclerosis.
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En una modalidad particular, la invencion se refiere a un péptido de una secuencia de aminoacidos como se establece
enla SEQID NO: 3, la SEQID NO: 4, la SEQID NO: 5, la SEQ ID NO: 6, la SEQ ID NO: 7 para su uso en el tratamiento
de una enfermedad cardiovascular.

En una modalidad, la invencion también se refiere a un acido nucleico aislado de acuerdo con la invenciéon o a un
plasmido de acuerdo con la invencién o a un vector de expresion de acuerdo con la invencién o a una célula huésped
de acuerdo con la invencién para su uso en el tratamiento de una enfermedad cardiovascular.

Los péptidos de acuerdo con la invenciéon pueden tratar afecciones inflamatorias a través de sus propiedades de
receptor sefiuelo.

Por "receptor sefiuelo" se entiende que los polipéptidos de acuerdo con la invencion (péptidos derivados de TREM-1
y TLT-1) atrapan el ligando TREM-1 y evitan sus efectos fisioldgicos sobre TREM-1.

Por lo tanto, los péptidos de acuerdo con la invencién podrian formar parte de una terapia combinada (dirigida a varios
objetivos terapéuticos) con el objetivo de detener mas eficazmente la enfermedad cardiovascular.

Un objeto adicional de esta invencion es una composicion farmacéutica que incluye una cantidad terapéuticamente
efectiva de al menos un péptido de acuerdo con la invencion, junto con al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable. En una modalidad particular, dicha composicién farmacéutica también contiene uno o mas péptidos
(COOH). Alternativamente, la composicién farmacéutica de la invencion puede contener una cantidad
terapéuticamente efectiva de un vector que contiene al menos una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido
de la invencion, junto con al menos un adyuvante y/o un excipiente farmacéuticamente aceptable. Dicho vector puede
usarse en terapia génica.

Por "cantidad terapéuticamente efectiva" se entiende una cantidad suficiente del derivado quimérico de la invencién
para tratar la enfermedad cardiovascular con una relacién beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier tratamiento
médico.

Se debe entender que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencion seran decididos

por el médico que lo atiende dentro del alcance del criterio médico. El nivel de dosis especifica terapéuticamente
efectiva para cualquier paciente particular dependera de una variedad de factores que incluyen el trastorno que se
esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica
empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de administracion, la
via de administracion, y la velocidad de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento; los
farmacos usados en combinacién o coincidencia con el polipéptido especifico empleado, y factores similares bien
conocidos en las técnicas médicas. Por ejemplo, es correcto para los expertos en la técnica comenzar con dosis del
compuesto a niveles inferiores que aquellos requeridos para lograr el efecto terapéutico deseado e incrementar
gradualmente la dosificacion hasta que se logre el efecto deseado. Sin embargo, la dosis diaria de los productos puede
variar a lo largo de un amplio intervalo de 0,01 a 1000 mg por dulto por dia. Preferentemente, las composiciones
contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del ingrediente activo para el
ajuste sintomatico de la dosificaciéon al paciente que se va a tratar. Un medicamento tipicamente contiene de
aproximadamente 0.01 mg a aproximadamente 500 mg del ingrediente activo, preferentemente de 1 mg a
aproximadamente 100 mg del ingrediente activo. Una cantidad eficaz de un farmaco se administra cominmente a un
nivel de dosificacion de 0,0002 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, especialmente de
aproximadamente 0,001 mg/kg a 7 mg/kg de peso corporal por dia.

Los productos activos de la invencion (péptidos, acido nucleico, plasmido, vector de expresion o célula huésped)
pueden administrarse para su uso en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.

La cantidad terapéuticamente efectiva del producto activo de la invencion [péptidos o vectores (construcciones)] que
debe administrarse, asi como también la dosis para el tratamiento de una afeccion patologica con los péptidos y/o
composiciones farmacéuticas de la invencion, dependeran en numerosos factores, que incluyen la edad y el estado
del paciente, la gravedad del trastorno o trastorno, el método y la frecuencia de administracion y el péptido particular
que se utilizara.

La presentacion de las composiciones farmacéuticas que contienen los péptidos o vectores (construcciones) de la
invencion puede ser de cualquier forma que sea adecuada para la administracion, por ejemplo, sélida, liquida o
semisolida, como cremas, pomadas, geles o soluciones, y estas composiciones pueden administrarse por cualquier
medio adecuado, por ejemplo, por via oral, parenteral, inhalacion o topica, por lo que incluiran los excipientes
farmacéuticamente aceptables necesarios para fabricar la forma de administracion deseada. Puede encontrar una
revision de las diferentes formas farmacéuticas para administrar medicamentos y de los excipientes necesarios para
obtenerlos, por ejemplo, en el "Tratado de Farmacia Gal nica "(Tratado de Farmacia Galénica), C. Faul i Trillo, 1993,
Luz n 5, SA Ediciones, Madrid.
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En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para la administracion por via oral, sublingual,
subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, local, pulmonar o rectal, el principio activo, solo o en
combinacién con otro principio activo, puede administrarse en una forma de administracién unitaria, como una mezcla
con soportes farmacéuticos convencionales, a animales y seres humanos. Las formas de administracion unitaria
adecuadas comprenden formas de la via oral tales como tabletas, capsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones
o soluciones orales, formas de administracion sublingual y bucal, formas de administracién en aerosoles, implantes,
subcutanea, transdérmica, topica, intraperitoneal, intramuscular, intravenosa, subdérmica, transdérmica, intratecal e
intranasal y formas de administracion rectal.

Preferentemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién que se puede inyectar. Estos pueden estar en soluciones salinas estériles, isoténicas particulares
(fosfato monosadico o disédico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de estas sales), o
composiciones secas, especialmente liofilizadas las que, tras la adicion, en dependencia del caso, de agua o solucion
salina fisioldgica esterilizada, permite la constitucion de soluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas esteériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso; y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y fluida hasta el punto de que sea faciimente inyectable. Deberia ser estable bajo las condiciones de fabricacion
y almacenamiento y deberia preservarse contra la accién de contaminacion de los microorganismos, tales como
bacterias y hongos.

Las soluciones que comprenden los compuestos de la invencion como una base libre o sales farmacolégicamente
aceptables pueden preparase en agua adecuadamente mezcladas con un surfactante, tal como hidroxipropilcelulosa.
Las dispersiones pueden prepararse ademas en glicerina, polietilenglicoles liquidos y sus mezclas y en aceites. Bajo
condiciones ordinarias de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el
crecimiento de microorganismos.

Los péptidos de acuerdo con la invencién pueden formularse en una composiciéon en forma neutra o de sal. Las sales
farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicién acidas (formadas con los grupos amino libres de la
proteina) y que se forman con acidos inorganicos tales como, por ejemplo, acidos clorhidrico o fosforico, o acidos
organicos tales como acético, tartarico oxalico, mandélico, y similares. Las sales con los grupos carboxilo libres pueden
derivarse, ademas, de bases inorganicas, tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, o
férrico, y bases organicas tales como isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El portador puede ser ademas un solvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, y polietilenglicol liquido, y similares), mezclas adecuadas de éstos, y aceites vegetales.
La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como la lecitina, con el
mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion, y con el uso de surfactantes. La
prevencion de la accion de microorganismos puede proporcionarse mediante diversos agentes antibacterianos y
antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares o cloruro soédico. La absorciéon prolongada de las
composiciones inyectables puede proporcionarse por el uso en las composiciones de agentes absorcion retardada,
por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los péptidos activos en la cantidad requerida en el
solvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, segun sea necesario, seguido de
esterilizacion filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la incorporacion de varios ingredientes
activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y otros ingredientes requeridos
de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado al vacio y liofilizacion que producen un
polvo del ingrediente activo ademas de cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion de este, anteriormente
esterilizada por filtracion.

Después de la formulacion, las soluciones seran administradas de forma compatible con la formulacién de dosificacion
y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad
de formas de dosificacion, tal como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también pueden
emplearse las capsulas de liberacion del farmaco y similares. Para la administracion parenteral en una solucion
acuosa, por ejemplo, si es necesario, la solucion debe regularse adecuadamente con tampén y primero, el diluyente
liquido se torna isoténico con suficiente soluciéon salina o glucosa. Estas soluciones acuosas particulares son
especialmente adecuadas para la administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. En este
sentido, a la luz de la presente descripciéon los medios acuosos estériles que pueden emplearse seran conocidos por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, una dosificacion puede disolverse en 1 ml de solucién de NaCl isoténica y se
afade a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o se inyecta en el sitio propuesto de infusion. Algunas variaciones en la
dosificacion ocurriran necesariamente en dependencia de la afeccion del sujeto a tratar. La persona responsable de
la administracion determinara en cualquier caso la dosis adecuada para el sujeto individual.
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El péptido de la invencion puede formularse dentro de una mezcla terapéutica para comprender aproximadamente
0,0001 a 1,0 miligramos, o aproximadamente 0,001 a 0,1 miligramos, o aproximadamente 0,1 a 1,0 o incluso
aproximadamente 10 miligramos por dosis mas o menos. Ademas, pueden administrarse multiples dosis.

Ademas de los compuestos de la invencion formulados para la administracion parenteral, tal como la inyeccion
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ejemplo, tabletas u otros sélidos
para la administracion oral; formulaciones liposomales; capsulas de liberacion en el tiempo; y cualquier otra forma
usada actualmente.

Como se menciond anteriormente, los péptidos de acuerdo con la invencién podrian formar parte de una terapia
combinada con el fin de detener mas eficazmente la enfermedad cardiovascular. En este caso, la invencion
proporciona una composicion farmacéutica que incluye al menos un péptido de la invencion; junto con otro u otros
compuestos para enfermedades cardiovasculares, por ejemplo, compuestos de estatinas, enfoques anticoagulantes,
compuestos antialdosterona, inhibidores de ECA (inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina) y
betabloqueadores.

Ademas, la invencién proporciona un método para el tratamiento de una enfermedad cardiovascular en mamiferos
que consiste en administrar a dicho mamifero que padece dicha enfermedad cardiovascular una cantidad
terapéuticamente efectiva de al menos un péptido de la invencion, o de un vector que contiene al menos uno Secuencia
de ADN que codifica un péptido de la invencion, preferiblemente en forma de una composicién farmacéutica que lo
contiene. En una modalidad particular de esta invencién, dicha composicién farmacéutica contiene, ademas del
péptido o péptidos de la invencién, uno o mas péptidos (COOH).

En una modalidad, la enfermedad cardiovascular de acuerdo con la invencion incluye, pero no se limita a infarto de
miocardio y cerebral, infarto agudo de miocardio, isquemia, enfermedad coronaria, sindrome coronario agudo,
accidente cerebro-vascular, aneurisma, angina de pecho estable o de esfuerzo, cardiomiopatia, enfermedad cardiaca
hipertensiva, insuficiencia cardiaca (crénica y aguda), cor pulmonale, disritmias cardiacas, cardiopatia inflamatoria
como endocarditis, miocarditis, enfermedad arterial periférica, disfuncion vascular y miocardica asociada a SIRS,
aterosclerosis.

La invencion se ilustrara adicionalmente por las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y figuras
no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: La modulacion de TREM-1 por péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 es beneficiosa contra la disfuncion
vascular inducida in vitro por aTREM-1y LPS. Curvas de concentracion-respuesta a fenilefrina (A y B) y acetilcolina
(C) en anillos adrticos. Las aortas se cosecharon de ratas sanas y se estimularon in vitro con aTREM-1 (5 ug/ml)
y LPS (10 pg/ml) con o sin péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 o péptido de secuencia aleatoria de LR12. B:
algunas aortas fueron desendotelizadas (-E). Los datos son representativos de al menos 5 experimentos
diferentes, valores p: *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001, ns: no significativo.

Figura 2: TREM-1 se expresa en células endoteliales de arterias conductivas y resistivas.

La aorta de ratdon (una arteria conductora) (A) y la arteria mesentérica de rata (una arteria resistiva) (B) se
estimularon con o sin LPS como se indica. La expresién de Trem-1 se determiné por gRT-PCR. Los datos son
representativos de al menos 5 experimentos diferentes, valores p: *** valor de p <0,001. ns (no significativo).

Figura 3: TREM-1 se expresa constitutivamente e inducible en células endoteliales microvasculares.

Las células CD146+/VEGFR2+ aisladas de pulmoén e higado de raton (LUMEC y LIMEC) se analizaron por
citometria de flujo para la expresion de TREM-1. TREM-1 se expresa constitutivamente en Li/LUMEC (A). La
expresion de TREM-1 es inducible in vivo durante la sepsis experimental (A) o in vitro tras 1 hora de estimulacion
con LPS (B). La cinética de las expresiones TREM-1 y VEGFR2 también fueron analizadas por FACS (C). El LPS
indujo una regulacion al alza dependiente del tiempo de las expresiones TREM-1 y VEGFR2, que fueron
prevenidas por los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1. Los datos son representativos de al menos 10
experimentos diferentes, valores p: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Figura 4: Cinética de la expresion de TREM-1 tras la estimulacion con LPS.

(A) LUMEC in vitro (CD146+, VEGFR2+) se estimularon con LPS durante 4h y 12h y se analizaron mediante qRT-
PCR para las expresiones (A) Trem-1, Tnf-a (B) e II-6 (C). Los datos son representativos de al menos 10
experimentos diferentes.

Figura 5: Los efectos de los péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 sobre la produccién de citocinas por LUMEC
estimularon 24h con LPS.
(A) las concentraciones de proteinas en los sobrenadantes de LUMEC estimulados 24 h con LPS se analizaron
mediante ELISA *, p < 0,05; **, P <0,01. ***, P <0,001.
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(B) Medicién de citocinas/quimiocinas en LUMEC estimulada durante 24h con LPS. Los datos se expresan
como una relacién entre los controles y las células tratadas con péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 (una
relacion> 1 indica una mayor concentracion en los controles que en las células tratadas).

Los datos son representativos de al menos 10 experimentos diferentes.

Figura 6: las vias de sefializacion intracelular vascular in vivo deterioradas durante la sepsis se restauran con la
modulacion TREM-1 por TREM-1 y péptidos derivados de TLT-1. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1
pueden restaurar un deterioro de la via de Akt y la expresion de Cox-1, asi como también restaurar una regulacion
positiva de la via inducible ejemplificada por Cox-2 e iINOS. Este efecto se midid en aortas (A) y arterias
mesentéricas (B).

Los datos son representativos de al menos 5 experimentos diferentes, valores p: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Figura 7: La modulacion de TREM-1 por TREM-1 y péptidos derivados de TLT-1 es beneficiosa contra la disfuncion
cardiaca inducida por sepsis.

La administracion de péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 durante el modelo de rata de disfuncién cardiaca
inducida por sepsis se asocia con un aumento de la funcién cardiaca intrinseca medida por catéter Millar (FEVG,
ESPVR, dpdtmax/Ved, PRSW).

Los datos son representativos de al menos 10 experimentos diferentes.

Figura 8: La modulacion de TREM-1 por TREM-1 y péptidos derivados de TLT-1 es beneficiosa contra la
hipotensiéon inducida por sepsis y la disfuncién cardiaca.
(A) La administracion de péptidos derivados de TLT-1 y TREM-1 durante el modelo mini-cerdo de disfuncion
cardiaca inducida por sepsis se asocia con una disminucién en la infusién de noradrenalina necesaria para
mantener una presion arterial media estable (85 mmHg). De hecho, MAP fue constantemente mas alto y la
dosis de noradrenalina mas baja en los animales tratados con péptidos derivados de TLT-1 y TREM-1 que los
controles.
(B) Evolucion del indice cardiaco, indice de potencia cardiaca, SvO2 y suministro de oxigeno. Todos estos
parametros fueron mayores en los animales tratados con péptidos derivados de TLT-1 y TREM-1 que en los
controles.
(C) El desarrollo de acidosis e hiperlactatemia fueron atenuados por LR12. Grupo LR12, n=6 // Grupo de
secuencia aleatoria de LR12 n=5.

Figura 9: La modulacion de TREM-1 por TREM-1 y péptidos derivados de TLT-1 es beneficiosa contra la alteracion
inducida por sepsis en la presion arterial diastdlica, sistdlica y media.

La administracion de péptidos derivados de TLT-1 y TREM-1 durante el modelo de mono de disfuncién cardiaca
inducida por sepsis (endotoxemia) previene por completo la caida transitoria inducida por endotoxina en la presion
arterial (media (A), sistdlica (B) y diastdlica (C) ) (p <0,001 péptido de control frente a LR12). Media (= DE).
n=6/grupo.

Figura 10: TREM-1 se expresa en el tejido miocardico y esta regulado durante la isquemia.
(A) Cuantificacion de ARNm de g-PCR de TREM-1 en el miocardio al inicio y en las areas infartadas 6, 12 y 24
horas después del infarto de miocardio.
(B) Cuantificacion de la proteina TREM-1 24 horas después del infarto de miocardio.
Los datos son representativos de al menos 5 experimentos diferentes. Los resultados son la media + DE. Los
valores de p son * p <0,001 [areas sanas versus areas infractadas].

Figura 11: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al modular TREM-1, controlan el reclutamiento de
leucocitos en el miocardio infartado, asi como también la movilizacion de leucocitos desde compartimientos
remotos.
(A) Cuantificacion de citometria de flujo de infiltracion de leucocitos en miocardio infartado en diferentes puntos
de tiempo en ratones tratados con péptidos derivados de TLT-1y TREM-1 o el péptido de control (LR12-scr);
n=5 ratones por grupo y por punto de tiempo; * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 versus LR12-scr, *p <0,05, *p
<0,01 versus Sham.
(B) Cuantificacion por citometria de flujo de los subtipos de leucocitos en la médula 6sea, la sangre y el bazo
en diferentes momentos después del infarto de miocardio; n=6-7 en cada punto de tiempo; *** p <0,001, ** p
<0,01, * p <0,05 versus ratones tratados con LR12-scr; # # p <0,01, # p <0,05 versus ratones operados por
Sham.
(C) Concentraciones plasmaticas de MCP-1 y MCP-3 después del IM; n=5 ratones;
animales tratados con LR12-scr.

*kk

p <0,001 versus

Figura 12: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, modulan la reaccién inflamatoria
miocardica durante la isquemia en ratones.

Para estos experimentos, se obtuvo lisado de miocardio 24 horas después de la induccién de infarto de miocardio
de ratones tratados con péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 o péptido de secuencia aleatoria de LR12 de
control (‘controles'). Se estudiaron dos areas: un area sana cosechada distalmente de la zona infartada en un

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797 625 T3

animal control y un area infartada. Los datos son representativos de al menos 5 experimentos diferentes. Los
resultados son la media + DE. Los valores de p son * p <0,001 [LR12 versus controles].

Transferencia Western de lisados de tejido miocardico analizados con anticuerpos contra fosfo (p)-p38, (p)-
ERK1/2, INOS, Cox2, (p)-Akt, (p)-GSK3p, Socs3.

Figura 13: Efectos de los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 sobre la produccion de citocinas por el tejido
miocardico durante la isquemia en ratones.
Para estos experimentos, se obtuvo lisado de miocardio 6, 24 y/o 96 horas después de la induccién de infarto de
miocardio de ratones tratados con péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 o péptido de secuencia aleatoria de
LR12 de control (‘controles’). Las areas infartadas se analizaron para la produccién de citoquinas/quimiocinas. Los
datos son representativos de al menos 5 experimentos diferentes. Los valores de p son *p<0,001 [LR12 versus
controles].
(A) Medicion de citocinas/quimiocinas en tejido de miocardio infartado 24 horas después del infarto de
miocardio. Los datos se expresan como una relacion entre los controles y los animales tratados con TREM-1'y
péptidos derivados de TLT-1 (una relacion> 1 indica una concentracion mas alta en los controles que en los
ratones tratados).
(B) Expresion de citocinas: Niveles de ARNm de Tnf-a, IL-6 e IL-10 en tejido de miocardio con infraccion 6, 24
y 96 horas después del infarto de miocardio.

Figura 14: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, disminuyen la actividad de la proteasa
en las areas infartadas de miocardio.
Para estos experimentos, se obtuvo lisado de miocardio 6, 24 y 96 horas después de la induccién de infarto de
miocardio de ratones tratados con péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 o péptido de secuencia aleatoria de
LR12 de control (‘controles'). Se analizaron las areas infartadas. Los datos son representativos de al menos 5
experimentos diferentes.
(A) cuantificacion de ARNm de Q-PCR de Mmp?9;
(B) Timp-1v;
(C) Zimografia representativa en gel que refleja la actividad de gelatinasa Mmp-9 al inicio del estudio, 12, 24 y
96 horas después del infarto de miocardio. Arriba: animales tratados con péptido de control; abajo: Animales
tratados con LR12.

Figura 15: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, mejoran la supervivencia después del
infarto de miocardio en ratones.

Se sometieron ratones Balb/c machos adultos (20-23 g) a isquemia miocardica y se agruparon aleatoriamente
(n=10-15 por grupo) para recibir péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 repetidos (100 pug en 0,2 mL de NaCl 0,9
% una vez al dia durante 5 dias), LR12 de secuencia aleatoria (100 ug en 0,2 mL de NaCl 0,9 % una vez al dia
durante 5 dias), o 10 pg de AcM anti-TREM-1 en inyecciones de 0,2 mL de NaCl 0,9 % i.p. La supervivencia se
control6 durante 1 semana y se analizé mediante la prueba Log Rank. (No hubo muertes después del 5to dia). Los
datos son representativos de al menos 15 experimentos diferentes.

Figura 16: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, mejoran la funcién cardiaca después de
la isquemia-reperfusién miocardica en ratas.

Las ratas Wistar machos adultas se sometieron a isquemia-reperfusion miocardica y se agruparon al azar (n=10)
para recibir péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 repetidos (3 mg/kg en 0,2 mL de NaCl 0,9 % una vez al dia
durante 5 dias) o LR12 de secuencia aleatoria (3 mg/kg en 0,2 mL de NaCl 0,9 % una vez al dia durante 5 dias).
Seis semanas después de la lesion miocardica, se investigo la funcién cardiaca bajo anestesia mediante el uso de
un catéter de conductancia. Emax, ESPVR y PRSW fueron mayores en animales tratados con péptidos derivados
de TREM-1y TLT-1 que en ratas control. Todos p <0,02 [controles versus LR12]).

Figura 17: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, mejoran las funciones sistdlicas y
diastélicas después del infarto de miocardio en ratas.

Las ratas Wistar machos adultas fueron sometidas a isquemia miocardica y se agruparon al azar (n=20) para recibir
péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 repetidos (3 mg/kg en 0,2 mL de NaCl 0,9 % una vez al dia durante 5 dias)
o LR12 de secuencia aleatoria (3 mg/kg en 0,2 mL de NaCl 0,9 % una vez al dia durante 5 dias). Seis semanas
después de la lesién miocardica, se investigd la funcién cardiaca bajo anestesia mediante el uso de un catéter de
conductancia. Todos los parametros estudiados fueron mejores en animales tratados con péptidos derivados de
TREM-1y TLT-1 que en ratas control (todos p <0,01 [controles versus LR12]).

Figura 18: Las placas ateroscleréticas en el seno adrtico forman ratones apoE-/- tratados mediante inyeccion
intraperitoneal diaria de PBS (izquierda) o LR12 (derecha) durante 4 semanas.

El tratamiento con péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 reduce el desarrollo de aterosclerosis en el seno adrtico
evaluado mediante el uso de tincion con aceite rojo: 103318 um? con tratamiento LR12 versus 146736 um? con
administracion del vehiculo, p=0,02. Los datos son representativos de al menos 15 experimentos diferentes.

Figura 19: Tincion de macréfagos (anti-MOMAZ2, rojo) en placa aterosclerotica. El tratamiento con péptidos
derivados de TREM-1 y TLT-1 en ratones apoE-/- reduce la infiltracion de macréfagos en placas ateroscleréticas
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(p=0,004) en un 27 % versus control de animales, tal como se cuantifica por tincion inmunofluorescente e
inmunohistoquimica (anti-MOMAZ2).

Figura 20: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, inducen una reduccion de la poblacion
de monocitos circulantes no clasicos en el dia 7.

Los monocitos circulantes CD115 *Gr1b@° y CD115*Gr12 se contaron después de la tincion mediante citometria
de flujo a los 7 dias en un modelo de ratones ateroscleréticos. Los datos son representativos de al menos 5
experimentos diferentes. (p<0,05).

Figura 21: Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, al inhibir TREM-1, reducen la leucocitosis en el dia 28.
Los monocitos circulantes CD115+Gr1b3@° y CD115+Gr12'"° se contaron después de la tincion mediante citometria
de flujo a los 28 dias en un modelo de ratones ateroscleréticos. Los datos son representativos de al menos 5
experimentos diferentes. *p<0,05, **p<0,001.

Figura 22: El tratamiento con péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 reduce la infiltracién de monocitos dentro de
las lesiones.

Los monocitos se marcaron in vivo mediante inyeccion retro-orbital IV de 1 ym de microesferas fluorescentes
verdes fluorescentes Fluoresbrite diluidas 1:4 en PBS estéril. El recuento de cuentas fluorescentes en la lesion
refleja el reclutamiento de monocitos. Los datos son representativos de al menos 5 experimentos diferentes.
*p<0,05.

EJEMPLOS
Materiales y Métodos
Péptidos

Basado en las secuencias TLT-1y TREM-1 en GenBank | EMBL | DDBJ (numeros de acceso AY078502, AF534822,
AF241219 y AF287008), los péptidos TREM-1 y TLT-1 fueron disefiados imitando diferentes partes de sus dominios
extracelulares (TREM1-LP17, TREM1-LP12, TREM1-LP6-1, TREM1-LP6-2, TREM1-LP6-3, TLT1-LR17, TLT1-LR12,
TLT1-LR6-1, TLT1-LR6-2y TLT1-LR6-3). Se sintetizaron quimicamente (Pepscan Presto BV, Lelystad, Holanda) como
péptidos amidados por Cter para ensayos in vivo. Los péptidos correctos se obtuvieron con >99 % de rendimiento y
fueron homogéneos después de la purificacion preparativa, segun lo confirmado por espectrometria de masas y
cromatografia liquida analitica de alto rendimiento en fase inversa. Estos péptidos estaban libres de endotoxina. Los
péptidos de secuencia aleatoria correspondientes se sintetizaron de manera similar y sirvieron como péptidos de
control.

Animales

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité local para el cuidado y uso de animales de laboratorio y se
realizaron de acuerdo con las directrices internacionales sobre experimentacion con animales. Se obtuvieron ratones
y ratas del Charles River (Estrasburgo, Francia).

Aislamiento de aorta toracica de ratén y arteria mesentérica de rata

Los animales fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sddico. Se realizd una incision
abdominal en la linea media y se abrid el térax para exponer la aorta toracica (ratones) o la arteria mesentérica (ratas).

Los vasos se vaciaron de sangre y se incubaron durante 20 horas en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino
al 10 % y antibioticos. Se aplicaron diferentes condiciones al azar: 1) vasos de control 2) vasos incubado ex vivo con
LPS (10 pg/ml) 3) LPS y tratamiento peptidico 4) aTREM-1 agonista (5 pug/ml) 5) vasos desendoteliales incubados con
LPS y tratamiento.

En algunos experimentos, se extrajeron ARN y proteinas totales de los vasos después de la estimulacion.
Reactividad vascular

La reactividad vascular de la aorta se estudid en una miografia de alambre (EMKA Technologies, Francia). Los
experimentos se realizaron a 37 °C en una solucion salina fisiolégica (PSS) con la siguiente composicion: 119 mmol/L
NaCl, 4,7 mmol/L KCI, 14,9 mmol/L NaHCO3-, 1,2 mmol/L MgS042-, 2,5 mmol/L CaCl2, 1,18 mmol/L KH2PO4-, y 5,5
mmol/L glucosa, burbujeando continuamente con 95 % 02y 5 % CO2). Después de un periodo de equilibrio (al menos
20 minutos) bajo la tensién pasiva dptima, se produjeron dos contracciones sucesivas en respuesta a la combinacion
de despolarizacion de KCI (100 mM) y fenilefrina (Phe) 10 uM (Sigma-Aldrich, Saint Quentin Falavier, Francia) se
utiliza para probar la capacidad contractil maxima de los vasos. Después de un periodo de lavado de 20 minutos, se
obtuvieron curvas de concentracion-respuesta a PE mediante la administracion acumulativa de este agonista
vasoconstrictor (InM a 100 uM). Después de un nuevo periodo de lavado, se evalué la relajacion dependiente del
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endotelio probando el efecto relajante de la acetilcolina (ACh) (1 nM a 100 pM; Sigma, St Louis, MO, EE. UU.) Después
de una precontraccion por 1 uM de fenilefrina (Phe). La presencia de endotelio funcional se confirmé con acetilcolina
(1 uM), lo que provoco una relajacion superior al 50 %.

Aislamiento de células endoteliales microvasculares de pulmoén e higado (LUMEC y LIMEC)

Los ratones fueron sacrificados bajo anestesia profunda (pentobarbital) para recolectar pulmones e higados. El
aislamiento de células endoteliales microvasculares de pulmén e higado de ratén se realizé de acuerdo con un
protocolo descrito previamente [Daqging y otros, 1998] con algunas modificaciones. Brevemente, los 6rganos se lavaron
en FBS-DMEM al 10 %, se picaron en cuadrados de 1-2 mm y se digirieron con colagenasa Tipo | (2 mg/ml, Gibco) a
37 °C durante 1 h con agitacién ocasional. La digestion celular se filtré a través de un filtro de células de 70 ym, se
centrifugd a 1,500 rpm y las células se colocaron en placas recubiertas con gelatina que contiene medio DMEM/F12
(Gibco) suplementado con 20 % de FBS, 100 pg/ml de ECGS (BD Biosciences) y antibidticos. El dia 1, las células
flotantes se eliminaron y se lavaron con PBS y se afiadié medio de cultivo fresco. Después de 5 dias, se realizo la
primera purificacion de estas células usando el kit CD146 MicroBead. Después de la tripsinizacion, las células se
resuspendieron en medio de crecimiento y luego se sembraron en placas recubiertas con gelatina fresca. Después de
15 dias, las células se sometieron a una segunda purificacion de acuerdo con el mismo procedimiento. Se verifico la
pureza (>85 %) y la viabilidad de las células endoteliales. Ademas, con el analisis FACS, el fenotipo celular se evalu6
mediante la determinacion de la expresion de VEGFR2 y CD146 por citometria de flujo.

Preparacion de mini-cerdo y monitoreo de hipotension inducida por sepsis y disfuncién cardiaca inducida por sepsis

Se adquirieron mini cerdos macho adultos (Sus scrofa doméstica, mini cerdos vietnamitas barrigones, 30-40 kg) en
Elevage Ferry (Vosges, Francia). Antes de la cirugia, los animales estaban en ayunas durante la noche con libre
acceso al agua. La preanestesia se realizd mediante administracion intramuscular de ketamina (10 mg/kg) y
midazolam (0,1 mg/kg). La anestesia fue inducida y mantenida con pentobarbital intravenoso (bolo inicial: 10 mg/kg, y
administracion continua 6-8 mg/kg/h), sufentanilo intermitente (10 ug) y pancuronio (4 mg) si es necesario. Los
animales fueron ventilados mecanicamente (volumen corriente 8 mi/kg, PEEP 5 cm H20, FiO2 0,21, frecuencia
respiratoria 14-16 respiraciones/min ajustadas para mantener la normocapnia). Se expuso la vena yugular izquierda y
se insertd una linea de triple luz. La vena yugular derecha también se cateterizd y se coloco un catéter Swan-Ganz
que permite el registro continuo del gasto cardiaco, SvO2 y la auricula derecha y la presion arterial pulmonar. Se
insertd un catéter de arteria carétida derecha para la medicion continua de la presion arterial. Un catéter en la vejiga
permitié la recoleccién de orina.

Después de la instrumentacion, se realizd una laparotomia en la linea media para recolectar heces fecales del colon
izquierdo: Se suspendieron 1,5 g/kg en 200 mL de NaCl al 0,9 % y se incubaron a 38 °C durante 2 horas. Después de
la cirugia, se dejo un tubo para la induccién de peritonitis y el drenaje de ascitis.

Después de la cirugia, se permitié que los animales se recuperaran durante 2 horas antes de las mediciones iniciales
(definidas como 'HQ'). La solucion salina normal se administré continuamente (10 mi/kg/h) durante todo el estudio. La
temperatura corporal se mantuvo constante (+ 1 °C) usando almohadillas térmicas o enfriamiento.

Después de la recogida de datos basales (HO), se indujo peritonitis mediante la administracion de heces fecales
autdlogas a través del tubo abdominal que subsecuentemente se mantuvo sujeto. Después de 2 horas (H2), los
animales fueron aleatorizados para recibir LR12 (grupo LR12, n=6) o el vehiculo (solucion salina normal) solo (grupo
control, n=5). Se administr6 un bolo de 5 mg/kg (en 60 ml) por via intravenosa durante 30 minutos, luego se inicié una
infusion de 1 mg/kg/h (15 ml/h) y se prolongé durante todo el periodo de estudio.

El cuidado de los animales fue proporcionado por un médico experimentado en cuidados intensivos con estricta
adhesion a las siguientes pautas durante todo el periodo de estudio:
i) Objetivos hemodinamicos: el objetivo principal era mantener la presién arterial media (MAP) por encima de 85
mmHg. Para lograr este objetivo y ademas de la administracion de NaCl al 0,9 % de mantenimiento (7 mi/kg/h), se
utilizé hidroxietilalmidon (hasta 20 ml/kg durante todo el periodo de estudio) (HES 130/0,4, Voluven®, Fresenius)
permitido siempre y cuando la presion venosa central (PVC) y la presion de oclusion de la arteria pulmonar (POAP)
fuera < 18 mmHg. Cuando se alcanzé el volumen maximo de hidroxietilalmidén, se inicio una infusion continua de
noradrenalina hasta 10 pg/kg/min.
ii) Objetivos respiratorios: el objetivo principal era mantener una relacién PaO2/FiO2 > 300 y una PaCO2 arterial a
35-45 mmHg. La configuracion del ventilador podria modificarse aumentando la relacién inspiratoria/espiratoria
cerca de 1:1, PEEP hasta 15 cm H20 vy frecuencia respiratoria hasta 30 respiraciones/min.
iii) La temperatura corporal debe mantenerse constante (+ 1 °C) utilizando almohadillas térmicas o enfriamiento.
iv) La infusion intravenosa de glucosa se debe administrar cuando sea necesario para mantener la glucemia a 5-7
mmol/L.

Los parametros hemodinamicos fueron monitoreados continuamente, incluyendo MAP, presién arterial pulmonar
media (MPAP), presién auricular derecha (RAP), gasto cardiaco (CO), indice cardiaco (IC) y SvO2. El suministro de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2797 625 T3

oxigeno sistémico (DO2) y el consumo de oxigeno sistémico (VO2) se calcularon mediante el monitor Swan-Ganz.
Indice de potencia cardiaca (W/m?) se calcul6 como MAP x Cl / 451 (24).

Preparacion de monos y monitoreo de hipotension inducida por sepsis y disfuncion cardiaca inducida por sepsis

Se utilizaron monos cynomolgus machos (Macaca fascicularis) (2,8 a 3,5 kg, 24 meses de edad, Le Tamarinier, La
Route Royale, Tamarin, Ma,uricio). Los animales estaban en ayuna el dia anterior al reto de LPS, pero con pleno
acceso al agua. El Comité Etico de CIToxLAB Francia (CEC) reviso6 y aprob6 todos los planes de estudio (Nr CEC:
02221).

Administracion de farmacos y reto in vivo con LPS.

Se registraron signos vitales y peso el dia anterior al reto con LPS. A la mafiana siguiente, se recogieron muestras de
laboratorio clinico de referencia y se registré un conjunto de signos vitales de referencia. El farmaco se administré en
la vena cefalica o safena a través de un catéter de tefléon. La vena contralateral se usé para la administracion de LPS.

Los monos fueron asignados al azar para recibir LR12 o placebo (n=6 por grupo). Se constituy6 un grupo adicional de
4 para recibir solo infusién de vehiculo (NaCl 0,9 %) y sirvié como grupo de control.

En tiempo 0, se inicié una infusién intravenosa de 15 minutos de LR12 o solucion de placebo, a una velocidad de 12
mi/h (5 mg/kg, 10 minutos, 2 ml), administrada por una bomba de jeringa calibrada (Aparato Harvard). Luego se
administré una infusion continua durante 8 horas mas a una velocidad de 2 ml/h (1 mg/kg/h, 8 horas, 16 ml). Justo
antes de la infusion del tratamiento, se administré un bolo intravenoso de LPS (10 pg/kg) en el transcurso de un periodo
de 10 minutos en el catéter contralateral. Los animales permanecieron despiertos en una posicién vertical en una silla
de sujecion y continuaron ayunando de la comida durante todo el estudio.

La frecuencia del pulso y la presion arterial se controlaron cada 15 minutos durante 1 hora, luego cada 30 minutos
durante 7 horas.

Modelo de ratén de infarto de miocardio

Todos los procedimientos se realizaron en ratones C57BL/C machos con edades comprendidas de 6-8 semanas. Los
ratones se anestesiaron mediante una inyeccion intraperitoneal de xilazina (60 mg/kg) y se fijaron en posicion supina.
La traquea se intubd y se ventild (el volumen corriente fue de 200 ul/25 g y la frecuencia respiratoria fue de 120
respiraciones/min). Después de una toracotomia izquierda, se identifico la arteria coronaria izquierda y se ligd con una
sutura quirurgica de prolene 8-0 a 1,0 mm distal de la punta de la auricula izquierda. La oclusion de LAD se confirmé
por un cambio en el color del miocardio de rojo a blanco en el area de isquemia (ventriculo izquierdo). Se cerré la
cavidad toracica y se suturo la piel con seda 6-0. Los animales regresaron a su jaula donde son supervisados hasta
su completa recuperacion.

Los ratones fueron monitoreados después de la cirugia por mortalidad. Los ratones se aleatorizaron para recibir o no
péptidos (inyeccion i.p. diaria durante 5 dias, 5 mg/kg) y se monitoriz6 su supervivencia. Alternativamente, los ratones
se sacrificaron después de 6h, 24h, 96h (n=6 por grupo) mediante anestesia seguida de sobredosis de pentobarbital
sodico. Se realizd una esternotomia media seguida de escision del corazén y diseccion de areas isquémicas y no
isquémicas. La extraccion de ARN y la extraccion de proteinas se realizaron para RT-PCR, WB, inmunohistologia y
analisis ELISA.

Citometria de flujo

Las células endoteliales microvasculares (MEC) de ratones sanos C57BL/6 y sépticos (CLP) se aislaron como se
describe y se incubaron con VEGFR2 anti-raton y anti-TREM-1 conjugado con FITC y PE durante 20 minutos a 4 °C.
Las células se lavaron dos veces con PBS y se fijaron en formaldehido al 0,1 % y luego se analizaron en un citémetro
de flujo. Como control, se uso el isotipo IgG2a de ratéon a la misma concentracion.

En otros experimentos, los MEC se estimularon o no con LPS (0,1 ug/ml) durante 2 y 6h antes del analisis por FACS.

Para preparar suspensiones de células individuales a partir de tejido de infarto, se recolectaron corazones; picada con
finas tijeras; colocado en un céctel de colagenasa |, colagenasa Xl, DNasa | € hialuronidasa (Sigma-Aldrich); y se agitd
a 37 °C durante 1h. Las células se trituraron a continuacion y se centrifugaron (15 min, 500 g, 4 °C).

Se retiraron los bazos, se trituraron en HBSS a 4 °C con el extremo de una jeringa de 3 ml y se filtraron a través de
filtros de nylon (BD) de 70 ym. La suspension celular se centrifugd a 300 g durante 10 minutos a 4 °C. Los glébulos
rojos se lisaron (soluciéon de lisis de glébulos rojos, Miltenyi), y los esplenocitos se lavaron con HBSS y se
resuspendieron en HBSS suplementado con BSA al 0,2 % (p/vol). Se extrajo sangre periférica mediante puncion
cardiaca con solucion de citrato como anticoagulante, y se lisaron los glébulos rojos. Finalmente, se obtuvieron
suspensiones de células individuales de médula ésea de fémures después de lavarlas con 1 ml de HBSS, filtrar a
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través de filtros de nylon de 70 ym y centrifugar a 300 g durante 10 minutos a 4 °C. Los niumeros de células viables
totales se determinaron a partir de alicuotas mediante el uso de un hemocitémetro con azul Trypan (BioRad).

Las suspensiones celulares se incubaron en un coctel de AcM contra células T CD4* o CD8* (CD4- o CD8-APC, CD3¢-
PE, CD45-FITC), células B (CD19-PE, CD45-FITC), granulocitos (CD45-FITC, Ly-6G-APC), subconjuntos de
monocitos (CD115-PE, Ly-6C-APC, CD45-FITC), todos los anticuerpos de Miltenyi Biotech. Los nimeros de células
informados se calcularon como el producto del total de células vivas (leucocitos viables totales por ml) y el porcentaje
de células dentro de la puerta seleccionada, y se informaron por mg de tejido (corazén), por érgano (fémur y bazo), o
por ml (sangre). Los datos fueron adquiridos en un citometro FC500 (Beckman Coulter).

Extraccion de ARN y analisis de reaccion en cadena de la polimerasa

Los ARN totales se extrajeron de las células o areas isquémicas y no isquémicas usando el Mini Kit RNeasy Plus
(Qiagen, Courtaboeuf, Francia) y se cuantificaron con NanoDrop (ThermoScientific) antes de volver a transcribirse con
el kit de sintesis de ADNc iScript (BioRad) y cuantificarse mediante PCR cuantitativa usando Sondas Qiagen
disponibles (Quantitect Primers) para mTREM-1, mTNF-a, mIL-6, mMMP-9, mTIMP-1 y mActB. Alternativamente, los
ARN totales se retrotranscribieron con RT? First Strand Kit (SABiosciences, Tebu-bio, Le Perray-en-Yvelines, Francia)
para matrices de PCR (células inmunitarias/endoteliales innatas de raton RT? Profiler PCR Arrays, SABiosciences).
Todas las PCR se realizaron en un termociclador MyiQ y se cuantificaron mediante el software iQ5 (Qiagen). La
expresion génica se normalizd con ActB.

Analisis de fosforilacion de proteinas.

Los tejidos de areas isquémicas y no isquémicas o MEC se lisaron con reactivo de extraccion PhosphoSafe (Novagen)
y se centrifugaron durante 5 minutos a 16 000 g 4 °C para recoger el sobrenadante. La concentracion de proteina se
determiné de acuerdo con el método de Bradford (Pierce). Luego se analizaron los lisados mediante Transferencia
Western (Criterion XT Bis-Tris Gel, 4-12 %, BioRad y membrana PVDF, Millipore), revelados con anti-fosfo-p38, -
pERK1/2, -pAKT, -pGSK3, -iINOS, -COX2, -SOCS3, -TREM-1 y el anticuerpo secundario correspondiente conjugado
con peroxidasa de rabano picante (Sefalizacion celular) y Sustrato SuperSignal West Femto (Pierce). Anti-p38, -
ERK1/2, -AKT, -GSK3, o - Tubulin se utilizaron para la normalizacion. También se estudié un panel de multiples
proteinas fosforiladas mediante inmunotransferencia (Phospho-Kinase Array; R&D Systems). La adquisicion y los
analisis cuantitativos de la densidad de las sefiales se realizaron con el generador de imagenes LAS-4000 y el software
Multi-Gauge (Fujifilm).

Medicién de concentracion de citoquinas

Las citocinas en los lisados de miocardio (areas isquémicas y no isquémicas) y los sobrenadantes de MEC se midieron
mediante ELISA (kits Mouse Quantikine ELISA, R&Dsystems) y ensayos de panel de citocinas (Proteome Profiler
Mouse Cytokine Array Kit, Panel A, R&Dsystems) de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes.

Zimografia

La actividad enzimatica de MMP-9 en extractos de tejido se determind mediante zimografia de gelatina SDS-PAGE.
El MMP-9 presente en los extractos de tejido degrada la matriz de gelatina, dejando una banda transparente después
de tefir el gel para la proteina. Brevemente, las muestras de tejido homogeneizadas y normalizadas se
desnaturalizaron sin agente reductor y se separaron por electroforesis en gel de SDS-PAGE al 7,5 % que contiene
gelatina. Luego, los geles se incubaron en presencia de Triton X-100 (para renaturalizar la proteina) a temperatura
ambiente durante 2 horas y subsecuentemente a 37 °C durante la noche en un tampén que contiene 10mM CacCl2,
0,15M NaCl y 50mM Tris (pH 7,5). Posteriormente, los geles se tifieron con 0,25 % de azul de coomassie. El analisis
y la cuantificacion de las bandas se realizaron por densitometria.

Modelo de rata de isquemia permanente miocardica

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas (360-380 g). Todas las ratas fueron anestesiadas con ketamina (100 mg/kg,
por via intramuscular) y ventiladas mecanicamente. Después de una toracotomia izquierda, se identifico la arteria
coronaria izquierda y se ligé con una sutura quirdrgica de prolene 6-0. La oclusion de LAD se confirmo por un cambio
en el color del miocardio de rojo a blanco en el area de isquemia (ventriculo izquierdo). Se cerr6 la cavidad toracica y
se suturo la piel con seda 6-0. Los animales regresaron a su jaula donde fueron supervisados hasta su completa
recuperacion. La tasa de mortalidad postoperatoria de todas las ratas fue del 20 %.

Después de la oclusion quirdrgica de LAD, se evalud la importancia del area isquémica mediante imagenes de micro-
TEP. Los animales fueron aleatorizados para recibir péptido (5 mg/kg) cada 24 h durante 5 dias o placebo (vehiculo).

Se realiz6 una evaluacion adicional a las 6 semanas por medio de imagenes de micro-TEP y catéter de conductancia
(Millar) para estudiar el efecto del tratamiento sobre la remodelacion miocardica y la funciéon miocardica.
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Modelo de rata de reperfusion de isquemia miocardica

Los animales recibieron la misma cirugia que en la isquemia permanente, pero con reperfusion del area isquémica
mediante la liberacion de la ligadura LAD después de 60 minutos de isquemia. Luego se aplicé el mismo protocolo
como se describié anteriormente.

Imagen MicroPET

En todos los animales, aproximadamente 70 MBq de '8 2%°s sg inyecté F-FDG (en un volumen de 0,3-0,5 ml) por via
intravenosa y bajo anestesia corta (1,5-2,5 % de inhalacion de isoflurano) 60 min antes de iniciar el registro PET. La
grabacion se adquirio en modo de lista bajo anestesia continua con isoflurano, mediante el uso de un sistema PET
dedicado para animales pequefios (Inveon, Siemens, Knoxville, TN, EE. UU.). Los animales se colocaron en posicion
prono y se colocaron sobre una almohadilla térmica para mantener una temperatura corporal dentro del rango normal.
Los animales se conectaron a un monitor de ECG estandar mediante tres electrodos colocados en las superficies
internas de las extremidades de las extremidades. Los tiempos de grabacion fueron de 20 minutos para la emisién de
18F y 6 minutos para la transmision de 57Co. La ventana de tiempo de coincidencia se establecié en 3,4 ns y la
ventana de energia entre 350 y 650 keV. Las imagenes se reconstruyeron en 16 intervalos cardiacos, proporcionando
una resoluciéon temporal de 11-15 ms para valores de frecuencia cardiaca comunes. En estas condiciones, la
resolucién espacial axial era inferior a 1,5 mm. Ademas, en los fantasmas de rata de LV obtenidos mediante un proceso
de estereolitografia, las imagenes de PET con FDG proporcionaron una determinacion precisa de los volumenes de
cavidad reales por encima del nivel de 100 ul correspondiente al limite inferior para el volumen endistolico del LV en
adultos.

Estudios de catéter de conductancia

Las ratas se anestesiaron con isoflurano y se inserté un catéter de micro manémetro de alta fidelidad 2 F (SPR-407,
Millar Institute, Houston, TX, EE. UU.) En el LV a través de la arteria carétida derecha. El catéter Millar se conecto a
un sistema de adquisicion de datos de Harvard conectado a una PC con el software AcgKnowledge IIl (ACQ 3.2).

Aterosclerosis en ratéon

Los ratones ApoE-/- machos de 12 semanas de edad se sometieron a una dieta rica en grasas (lipidos 15 %, colesterol
1,25 %, sin colato) y se trataron mediante inyeccion intraperitoneal diaria de péptidos (100 pg/dia) o PBS. Después de
4 semanas de dieta rica en grasas, los ratones fueron sacrificados para su analisis.

Las placas ateroscleréticas se tifieron con aceite rojo y se cuantificaron en el seno aoértico. Mediante el uso de tincion
inmunofluorescente e inmunohistoquimica, analizamos la composicién de la placa. Finalmente, exploramos los efectos
del tratamiento de péptidos en el reclutamiento de monocitos en las placas ateroscleréticas mediante el uso de la
técnica de tincion de pulso desarrollada por Potteaux y otros. Brevemente, los monocitos se marcaron in vivo por
inyeccion retro-orbital i.v. de 1 um de microesferas fluorescentes verdes fluorescentes Fluoresbrite diluidas 1:4 en PBS
estéril [Potteaux y otros, 2011]. El conteo de cuentas fluorescentes en las lesiones refleja el reclutamiento de
monocitos.

Resultados

1. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 mejoran la disfuncion contractil y endotelial inducida por LPS en la
aorta:

Para investigar si la modulacién TREM-1 podria afectar directamente la vasomotricidad endotelial, ex vivo vasos
estimulados o vasos desendoteliales disecados de ratas normales, con LPS, aTREM-1 (un agonista de TREM-1),
péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 y el péptido de control se secuencia aleatoria de LR12. Primero, tanto el LPS,
asi como también la aTREM-1 indujeron el deterioro de la vasomotricidad (Figura 1A y C). Luego, los péptidos
derivados de TREM-1y TLT-1 restauraron el deterioro de vasomotricidad asociado a LPS (Figura 1B y C). Finalmente,
todos los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 pierden sus efectos beneficiosos cuando se elimina el endotelio
(Figura 1B).

2. TREM-1 se expresa en células endoteliales de aorta y arteria mesentérica:

Para determinar si TREM-1 se expresa en células endoteliales de aorta de ratén y arteria mesentérica de rata,
estimulamos los vasos (con o sin endotelio) con LPS durante 6h (100 ng/ml). La expresion de TREM-1 estaba regulada
por estimulacion con LPS, solo cuando el endotelio estaba presente, tanto en la aorta de ratén (Figura 2A) como en la
arteria mesentérica de rata (Figura 2B).

Por lo tanto, mostramos por primera vez que TREM-1 se expresa en células endoteliales de aorta de raton y arteria
mesentérica de rata.
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3. TREM-1 se expresa en células endoteliales microvasculares de pulmén e higado (LUMEC y LIMEC):

TREM-1 se expresa constitutivamente en células endoteliales microvasculares de pulmoén e higado; su expresion esta
regulada durante la sepsis y por estimulacion con LPS (Figura 3). Estos resultados fueron confirmados por RT-PCR
en tiempo real (Figura 3C).

La expresion de TREM-1 aumentd fuertemente después de 4 h de estimulacion con LPS y luego disminuyd
posteriormente. De manera similar, TNF-a e IL-6 mostraron la misma cinética (Figura 4).

Como se esperaba, la estimulacion de las células con LPS durante 24h condujo a una produccion robusta de varias
citocinas cuyas concentraciones fueron reducidas por los péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 (Figura 5).

Por lo tanto, el tratamiento con péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 fue capaz de atenuar la produccion de citocinas
proinflamatorias por las células endoteliales.

4. La modulacién TREM-1 mejora la disfuncion cardiovascular inducida por sepsis:

Modelo de ratones: Observamos que la administracion de péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 conservaba la
presion arterial media y amortiguaba la acidosis lactica durante el shock séptico en ratones. La exploracion de la
sefalizacion vascular mostré que la via de Akt se ve afectada durante la sepsis, asi como también la expresion de
Cox-1 en paralelo a una regulacién por aumento de Cox-2 e iINOS. Estos elementos, que atestiguan la disfuncion
vascular, se restauran mediante la modulacion TREM-1 (Figura 6).

Modelo de rata: También nos centramos en la funcién cardiaca intrinseca (Figura 7; Tabla 2) y demostramos que la
modulacion TREM-1 por péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 se asocia con una mejora de varios parametros
cardiacos: ESPVR (relacion presion sistélica-volumen final), PRSW (trabajo de accidente cerebro-vascular reclutable
de precarga), (dP/dt) max/Ved (marcador de presion ventricular izquierda) y LVEF (fraccion de eyeccion ventricular
izquierda).

Tabla 2: La modulacion TREM-1 es beneficiosa contra la disfuncién cardiaca inducida por sepsis.

FEVG ESPVR dpdtmax/Ved |PRSW
Vehiculo 42,1+7,2 1,5+£0,2 |55+20 79 + 11
TLT1-LR17 756+72 |25+03 |150+12 145+ 6
TLT1-LR12 772+9,2 |2,7+0,1 |158+18 143 +7
TLT1-LR6-1 79674 |29+03 |160+15 142 +8
TLT1-LR6-2 75+5,9 23+0,2 |[155+12 139+ 10
TLT-1LR6-3 78 £8,7 22+0,2 (15710 149 +6
TREM1-LP17 |759+89 |2,7+0,3 |156 % 11 150+ 8
TREM1-LP12 |72+9,4 28+0,2 [158+18 139+6
TREM1-LP6-1 |76 +5,9 25+0,3 [150+20 145+ 6
TREM1-LP6-2 |79,4+99 [2,7+0,1 [155+15 144 +6
TREM1-LP6-3 |78,6+7,4 |29+0,4 |16310 139+8
TLT-1-LR12scr |39,9+4,9 1,6+03 |61+£12 88 +8

Modelo de mini-cerdo: En un modelo de sepsis con mini cerdo, observamos que la administracion de péptidos
derivados de TREM-1 y TLT-1 atenua la insuficiencia cardiovascular. La peritonitis indujo una disminucioén rapida de
MAP (Figura 8A) a pesar de la rescucitacion de volumen (7750 + 540 ml para los controles frente a 6500 + 800 ml para
el grupo LR12, p=0,137). Por lo tanto, para mantener la MAP > 85 mmHg, H12 inicié norepinefrina en animales de
control 4/5 y 1/6 y tratados con LR12 respectivamente. La velocidad de infusién de noradrenalina necesaria para
mantener la presion arterial fue significativamente menor en los animales tratados con LR12 que en los controles
(Figura 8A).

Asociado a la hipotension, los indices de potencia cardiaca y cardiaca (que se cree que describen mejor el rendimiento
cardiaco) se deprimieron en el grupo de control. Esto se tradujo en una disminucion progresiva de SvO2 y DO2 (Figura
8B). Nuevamente, LR12 mostré efectos beneficiosos significativos en la atenuacion de la insuficiencia cardiaca. Ambos
grupos desarrollaron una acidosis lactica progresiva (Figura 8C), aunque en gran medida atenuada por LR12 (p =
0,0005).
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Modelo de mono: En un modelo de infusién de endotoxinas en monos, observamos que la administracién de péptidos
derivados de TREM-1 y TLT-1 atenua la insuficiencia cardiovascular. La frecuencia cardiaca aumenté transitoriamente
después de la inyeccion de LPS sin efectos de la infusién de LR12 (no se muestra). El reto con LPS indujo un ligero
aumento de la temperatura corporal, especialmente entre Hl y H2, pero la diferencia entre el placebo (LR12scr) y los
animales tratados con LR12 no fue significativa (no se muestra).

Incluso si las dosis de LPS utilizadas fueron pequefias, se desarrollé hipotension transitoria en el grupo tratado con
placebo: la presion arterial sistolica disminuyo hasta un 25 % a 180 minutos y la presion arterial diastélica hasta un 40
% (p<0,001 frente a LR12 o grupos de control). Por contraste, los monos tratados con LR12 nunca se volvieron
hipotensos y su presion arterial no diferia de los animales de control (Figura 9).

5. TREM-1 se expresa en el tejido miocardico y esta regulado durante la isquemia:

Para determinar si TREM-1 se expresa en el tejido cardiaco, se extrajo miocardio de ratones antes de la ligadura
coronaria y luego a las 6, 24 y 96 horas después del infarto de miocardio (IM) tanto en areas sanas como infartadas.
La expresion basal de TREM-1 fue muy baja, mientras que la isquemia indujo una regulacién progresiva de la
expresion con un nivel mas alto alcanzado 24 horas después del IM (Figura 10A). La misma cinética se observo a
nivel de proteina por Transferencia Western (Figura 10B). Por el contrario, la expresion de TREM-1 permanecié baja
en areas no infartadas ('sanas') en todo momento (datos no mostrados).

6. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 modulan el reclutamiento de leucocitos durante el IM en ratones y
regulan la movilizaciéon de leucocitos desde compartimientos remotos:

En el raton, y probablemente también en los humanos, existen 2 subtipos de monocitos diferentes: Los monocitos Ly-
6Ca° son mediadores inflamatorios potentes, mientras que los monocitos Ly-6CP%° poseen efectos opuestos
[NAHRENDOREF vy oftros, 2007]. La modulacion de TREM-1 por péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 anulo
completamente la infiltracion de miocardio infartado por monocitos Ly-6C2"°, mientras que aumenta temporalmente el
reclutamiento de monocitos Ly-6CP3°. La infiltracion de PMN también fue bloqueada por el tratamiento con LR12
(Figura 11A). Aunque TREM-1 no se expresa por los linfocitos, la modulacion TREM-1 influyé en la movilizacion de
las células B y T: La infiltracion de linfocitos B- y CD8*se redujo, mientras que el reclutamiento de células CD4* se
incremento en ratones tratados con LR12.

Como TREM-1 parece importante para regular el reclutamiento de leucocitos al miocardio infartado, investigamos su
efecto sobre la movilizacién celular desde compartimientos remotos. Después del infarto de miocardio, los monocitos
salen del bazo en 24 horas para infiltrarse en el corazén (SWIRSKI, y otros). Este fendmeno se observé aqui con una
disminucion rapida del contenido de monocitos del bazo que dura hasta 1 semana después del infarto de miocardio.
Concomitantemente, una elevacion pronunciada del nimero de monocitos circulantes estuvo presente a las 72 horas,
mientras que se produjo una acumulaciéon progresiva en la médula 6sea (BM) (Figura 11B). La eliminacién o
modulacion de TREM-1 derogd casi por completo el agotamiento de monocitos esplénicos, asi como también la
monocitosis sanguinea.

El recuento de neutrdfilos en sangre periférica se incrementd a las 72 horas y volvié a la linea de base a los 7 dias.
Esta neutrofilia no se observé en ratones con Trem-1 suprimido o en ratones tratados con LR12. El bazo no parecia
ser un gran contribuyente para la produccion/liberacion de neutréfilos ya que su contenido esplénico apenas cambid.
También se observé una acumulacion progresiva y modesta en BM, sin diferencias entre los grupos (Figura 11B).

Los numeros de linfocitos B-, CD4*-, CD8" se redujeron drasticamente en el bazo 24 horas después del infarto de
miocardio, con una linfopenia concomitante de CD4* y CD8*. Luego aumento el nimero de linfocitos circulantes a las
72 horas antes de regresar a la linea de base 7 dias después del infarto de miocardio. El bloqueo de TREM-1 evitd
los patrones cinéticos de estos linfocitos (Figura 11B).

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1 o CCL2), CX3CL1 (o Fractalkine) y MCP-3 (o CCL7) son
quimiocinas importantes involucradas en el reclutamiento de monocitos Ly-6C2%°, Ly-6CP3° y linfocitos a sitios
inflamatorios, respectivamente. Las concentraciones plasmaticas de MCP-1, CX3CL1 y MCP-3 aumentaron 24 horas
después del IM. Los niveles de MCP-1 y MCP-3 se redujeron notablemente en ratones tratados (Figura 11C).

7. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 modulan la reaccion inflamatoria miocardica durante el IM en ratones:

Luego investigamos si la modulacion de TREM-1 por péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 puede regular la
activacion de las células inflamatorias infiltrantes. Las células inflamatorias que invaden rapidamente el miocardio
después del infarto de miocardio se activan con la fosforilacion de p38 MAPK y ERK %, junto con una regulacion
positiva de la expresion de iINOS y COX2. Esta activacion fue anulada en parte por los péptidos derivados de TREM-
1y TLT-1 (Figura 12). Cuando analizamos la cinética de la fosforilacion/expresion de estas proteinas, los péptidos
disminuyen sus niveles en todo momento (no se muestra). Por el contrario, varias proteinas involucradas en la
supervivencia (AKT) o que se sabe que amortiguan la inflacién (SOCS3) fueron reguladas por todos los péptidos. Por
ejemplo, el glucégeno sintasa quinasa 3 (GSK3B) desempefia un papel fundamental en la regulacién de la produccion
de citocinas pro- y antiinflamatorias. En las células inmunes innatas, la inactivacion de GSK3@ (a través de la
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fosforilacion) suprime la produccién de citocinas y se sabe que mejora la supervivencia de los cardiomiocitos. Aqui
observamos que la fosforilacion de GSK3f fue aumentada por los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 en
comparacion con los controles.

Como la actividad proinflamatoria celular parecia estar modulada por los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1, a
continuacion, investigamos si se traduciria en una disminucion de la produccion de citocinas/quimiocinas.

Entre los 168 genes involucrados en la inmunidad innata o la funcion endotelial que examinamos a continuacion, la
expresion de 156 se alterd en el miocardio después de la ligadura de la arteria coronaria, principalmente a las 24 horas
después del infarto de miocardio. La administracion de LR12 se opone a la activacion génica inducida por infarto de
miocardio.

Como se esperaba, IM condujo a una produccion robusta de varias citocinas (IL6, IL13, IL17, IL27, IFNy) y quimiocinas
(MIP2, JE). La concentracion de estas proteinas se redujo mediante péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 (Figura
13A). La PCR cuantitativa confirmé estos resultados a nivel genético (Figura 13B), especialmente después de 6 horas
de IM.

Por lo tanto, la administracion de péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 pudo modular la reaccion inflamatoria del IM
en areas infartadas.

8. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 disminuyen la actividad de la proteasa en el tejido con infarto de
miocardio:

Los neutréfilos y macréfagos infiltrantes expresan la metaloproteinasa de matriz 9 (Mmp-9) en el miocardio infartado.
La actividad de Mmp-9 puede ser contrarrestada por el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1 (Timp-1). El
mantenimiento del delicado equilibrio de estas 2 proteinas juega un papel crucial para prevenir la remodelacion
ventricular que conducira a insuficiencia cardiaca. Aqui observamos que la expresion de ARNm Mmp-9 y Timp-1
aumento en las areas infartadas de los ratones de control. Por el contrario, la expresiéon de Mmp-9 permanecié baja
en los animales tratados con péptidos derivados de TREM-1y TLT-1, mientras que Timp-1 estaba impresionantemente
regulado (Figura 14A, B). Por lo tanto, la relacion Mmp-9/Timp-1 fue constantemente mas alta en ratones de control.
La actividad de gelatinasa Mmp-9 en las areas infartadas fue constantemente mayor en los controles que en los
ratones tratados con péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 (Figura 14C).

Estos resultados soportan la hipdtesis de que los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 pueden desempefiar un
papel beneficioso en la preservacion de la arquitectura cardiaca y en la oposicién a la remodelacion cardiaca después
del IM.

9. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 mejoran la supervivencia después del IM en ratones:

A continuacion, quisimos dilucidar si la administracion de péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 podria tener algunos
efectos protectores durante el IM. Los ratones Balb/c machos adultos se administraron ip al azar con dosis repetidas
(100 ug diarios durante 5 dias) de péptidos derivados de TREM-1y TLT-1, o LR12 de secuencia aleatoria comenzando
60 minutos después de la ligadura permanente de la arteria coronaria. Todos los animales tratados con LR12
sobrevivieron, menos 1 (Figura 15), mientras que el 40 % de los ratones control murieron (prueba Log-Rank; p<0.01).
Se obtuvieron resultados similares con los otros péptidos derivados de TREM-1y TLT-1.

Para investigar si un acoplamiento sostenido de TREM-1 podria ser aun mas perjudicial, administramos ratones con
un AcM agonista anti-TREM-1. Este tratamiento aumenté dramaticamente la tasa de mortalidad con solo un 20 % de
sobrevivientes.

10. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 mejoran la funciéon cardiaca después de la isquemia-reperfusion
miocardica en ratas:

Para investigar el papel de los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 en un modelo mas relevante de IM, realizamos
una ligadura transitoria de la arteria coronaria (modelo de isquemia-reperfusion: IR) en ratas. Después de la
aleatorizacion, se tomaron imagenes de los animales bajo anestesia (micro-TEP) y se administraron con péptidos
derivados de TREM-1y TLT-1 (3 mg/kg al dia durante 5 dias i.p.) o péptido de secuencia aleatoria de LR12. Luego se
repitieron las imagenes a las 6 semanas antes de estudiar la funciéon cardiaca mediante el uso de un catéter de
conductancia (Millar).

En el dia 1, justo después del IR, ambos grupos fueron comparables. Las areas infartadas eran moderadamente
importantes y la funcion cardiaca estaba ligeramente alterada. A las 6 semanas, todas las ratas han mejorado con una
curacion de infarto casi completa y sin remodelacion ventricular (Tabla 3). Por lo tanto, los péptidos derivados de
TREM-1y TLT-1 no tuvieron efecto en los parametros evaluados por micro-TEP. Por el contrario, cuando la funcion
cardiaca fue investigada por un catéter de conductancia, observamos que los péptidos derivados de TREM-1y TLT-1
mejoraron drasticamente los parametros sistolicos cruciales como Emax o PRSW (Figura 16; Tabla 4).
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Tabla 3: Resumen de parametros fisioldgicos durante la isquemia-reperfusion miocardica en ratas.

Controles (n=10) LR12 (n=9) Valor P

Inicial

Peso corporal (g) 410+ 91 391+9 0,53
Presién sanguinea sistélica (mmHg) 136+ 4 134 +2 0,10
Frecuencia cardiaca (Ipm) 338 £42 343 £43 0,78
Areas de IM (% de LV) 42 + 28 41+ 20 0,90
EDV (uL) 486 + 74 511 £ 55 0,41
ESV (uL) 270 £ 59 25175 0,56
EF ( %) 44 +7 47 +6 0,47
Seis semanas

Peso corporal (g) 459 + 63 439 +12 0,37
- diferencia con la inicial 49 + 18 48 + 10 0,17
Presidn sanguinea sistélica (mmHg) 1705 167 £ 6 0,16
- diferencia con la inicial 34 +3 33+6 0,73
Frecuencia cardiaca (Ipm) 350 £ 55 370+ 25 0,36
- diferencia con la inicial 12+23 27 £ 22 0,28
Areas de IM (% de LV) 5+10 3+9 0,63
- diferencia con la inicial 37 +15 -38+8 0,61
EDV (uL) 560 + 58 620 £ 34 0,11
- diferencia con la inicial 74 + 37 109 + 55 0,13
ESV (uL) 251 +£50 273 £ 47 0,18
- diferencia con la inicial -19+8 22 +18 0,47
EF ( %) 55+8 56 +5 0,73
- diferencia con la inicial 11+8 9+7 0,74

Tabla 4: Los péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 mejoran la funcion cardiaca después de la isquemia-
reperfusion miocardica en ratas.

Eméx ESPVR PRSW
Vehiculo 28+0,3 1+0,2 68 £ 11
TLT1-LR17 51+0,6 2+0.2 105+6
TLT1-LR12 4,8+0,5 22+01 1035
TLT1-LR6-1 45+0,6 24104 102 +6
TLT1-LR6-2 6,5+0,9 1,8+0,1 99+8
TLT-1LR6-3 52+04 1,7+£0,3 109 +6
TREM1-LP17 59+0,8 22+0,3 1105
TREM1-LP12 45+04 23104 99 +4
TREM1-LP6-1 55+04 2+0.3 105+6
TREM1-LP6-2 6+0,6 22+01 104 £5
TREM1-LP6-3 58+0,5 23104 99+8
TLT-1-LR12scr 2,7+0,3 1,1+£0,3 65+8

Por lo tanto, incluso durante este modelo relativamente leve de isquemia miocardica, la administracién de péptidos

derivados de TREM-1y TLT-1 pudo restaurar la funcién cardiaca sistdlica.
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11. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 mejoran las funciones sistdlicas y diastélicas después del infarto de
miocardio en ratas:

Finalmente investigamos si la modulacién de la respuesta inflamatoria conferida por los péptidos derivados de TREM-
1y TLT-1 pudo traducirse en una mejora de la funcion cardiaca después de un IM grave. Realizamos una ligadura
permanente de la arteria coronaria en ratas antes de la aleatorizacion y la obtencion de imagenes como se describio
anteriormente.

Una vez mas, en el dia 1, ambos grupos fueron perfectamente similares. A las 6 semanas, se ha producido una
remodelacion cardiaca importante segun lo evaluado por la presencia de una dilataciéon ventricular importante. Esta
remodelacion cardiaca fue, al menos en parte, alterada por los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 (Tabla 5).
Como marcador indirecto de insuficiencia cardiaca, los animales de control ganaron mas peso que las ratas tratadas
con todos los péptidos.

Tabla 5: Parametros fisioldgicos seleccionados después del infarto de miocardio en ratas.

Controles (n=18) LR12 (n=17) Valorp

Inicial

Peso corporal (g) 303 £42 313 £ 51 0,32
Presién sanguinea sistélica (mmHg) 134 + 15 136 £ 17 0,76
Frecuencia cardiaca (Ipm) 378 £ 39 400 + 26 0,07
Areas de IM (% de LV) 23+9 22 + 11 0,88
Areas IM (mm?) 57 + 27 54 + 30 0,88
EDV (uL) 431175 417 £ 92 0,30
ESV (uL) 223 £ 51 215+ 62 0,23
EF ( %) 48 + 8 48 +9 0,81
Seis semanas

Peso corporal (g) 447 + 28 426 + 49 0,26
- diferencia con la inicial 144 + 44 113 £ 51 0,05
Presién sanguinea sistélica (mmHg) 135+ 15 136 £ 17 0,76
- diferencia con la inicial -9+ 23 -12 + 26 0,37
Frecuencia cardiaca (Ipm) 372+ 37 393 +23 0,03
- diferencia con la inicial -6+ 31 -8+ 22 0,91
Areas de IM (% de LV) 15+9 16 £ 11 0,81
- diferencia con la inicial -82+59 -6,0 + 8,1 0,11
Areas IM (mm?) 48 + 29 49 + 40 0,81
- diferencia con la inicial -9+ 20 -5+ 23 0,11
EDV (uL) 704 £ 93 615 £ 161 0,007
- diferencia con la inicial 273+ 77 198 + 95 0,007
ESV (uL) 365+ 77 313+ 128 0,02
- diferencia con la inicial 143 + 60 99 + 80 0,06
EF ( %) 497 50+8 0,61
- diferencia con la inicial 0+8 2+7 0,44

Cuando se investigo la funcién cardiaca mediante un catéter de conductancia, observamos que los péptidos derivados
de TREM-1 y TLT-1 mejoraron drasticamente los parametros sistélicos y diastdlicos cruciales como Emax, ESPVR,
PRSW, dP/dTmin, dP/dTmax y Ved (Figura 17).

Tomados en conjunto, estos datos soportan el papel protector de los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 en la
prevencion de la remodelacion cardiaca y la insuficiencia después de un infarto de miocardio.

12. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 previenen el desarrollo de aterosclerosis en ratones:
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Las placas ateroscleréticas se tifieron con aceite rojo y se cuantificaron en el seno aodrtico. Curiosamente, el tratamiento
con péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 indujo una reduccion significativa del 30 % del tamafio de la lesion en el
seno aortico (103318 pym2 versus 146736 um2, p=0,02) (Figura 18). Este resultado se confirmd en un segundo
conjunto de experimentos.

13. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 alteran la composicion celular de la placa ateromatosa:

Mediante el uso de tincién inmunofluorescente e inmunohistoquimica, analizamos la composicién de la placa. No
observamos ninguna diferencia con respecto a la infiltracion de linfocitos (anticuerpo anti-CD3) y la acumulacion de
colageno (Sirius Red) entre los grupos. Sin embargo, encontramos una reduccion significativa del 27 % de la infiltracion
de macrdéfagos dentro de las lesiones ateroscleréticas de ratones tratados con péptidos derivados de TREM-1y TLT-
1 (Figura 19).

14. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 modifican la poblaciéon de leucocitos sanguineos en ratones
aterosclerdticos:

Mediante el uso de citometria de flujo, analizamos poblaciones de leucocitos en sangre. Los monocitos clasicos fueron
CD115+Grlhigh y los monocitos no clasicos fueron CD115+Gr1low. En los ratones apoE-/- bajo una dieta de
alimentacion, solo los monocitos no clasicos expresaron TREM. Curiosamente, la dieta alta en grasas aumento la
expresion de TREM-1 en monocitos no clasicos (datos no mostrados).

Luego, analizamos las poblaciones de leucocitos en sangre durante el tratamiento. En el dia 7, observamos una
reduccion significativa de monocitos no clasicos en la sangre de ratones tratados con péptidos derivados de TREM-1
y TLT-1 (Figura 20). En el dia 28, observamos una reduccion significativa de monocitos clasicos y no clasicos en la
sangre (Figura 21).

15. Los péptidos derivados de TREM-1 y TLT-1 disminuyen el reclutamiento de monocitos a las placas
aterosclerdticas:

Finalmente, exploramos los efectos del tratamiento con péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 sobre el reclutamiento
de monocitos en las placas ateroscleréticas. Utilizamos la técnica de tincion de pulso desarrollada por Potteaux y otros.
Brevemente, los monocitos se marcaron in vivo mediante inyeccion retro-orbital i.v. de microesferas llanas
fluorescentes verdes Fluoresbrite de 1 ym diluidas 1:4 en PBS estéril [Ait-Oufella H. y otros, 2011]. El conteo de
cuentas fluorescentes en las lesiones refleja el reclutamiento de monocitos. Se inyectaron cuentas 24 horas antes del
sacrificio de los ratones apoE-/- tratados. Curiosamente, encontramos una reduccion significativa de la infiliracion de
monocitos en el grupo tratado con péptidos derivados de TREM-1y TLT-1 en comparacion con el grupo control (Figura
22).
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REIVINDICACIONES

Un péptido de menos de 50 aminoacidos que comprende al menos 6 aminoacidos consecutivos de la secuencia
de aminoacidos SEQ ID NO: 4 para su uso en el tratamiento de una enfermedad cardiovascular, en donde la
enfermedad cardiovascular se selecciona de un infarto del miocardio o cerebral, infarto agudo de miocardio,
enfermedad coronaria, sindrome coronario agudo, accidente cerebro-vascular, aneurisma, angina de pecho
estable o de esfuerzo, cardiomiopatia, enfermedad cardiaca hipertensiva, insuficiencia cardiaca crénica,
insuficiencia cardiaca aguda, cor pulmonale, disritmias cardiacas, enfermedad cardiaca inflamatoria tal como
endocarditis, miocarditis, enfermedad arterial periférica, disfunciéon vascular y miocardica asociada a SIRS y
aterosclerosis.

El péptido para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende una secuencia de 6 aminoacidos
consecutivos seleccionados del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 7.

El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, que comprende una secuencia
de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 4.

El péptido para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que tiene una longitud de 6 a
20 aminoacidos.

El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, 2 0 4, que consiste en una secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 6 o la SEQ ID NO:
7.

El péptido para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que consiste en una secuencia
de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 4.

El péptido para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la enfermedad
cardiovascular es un infarto del miocardio.

El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la enfermedad
cardiovascular es la aterosclerosis.

El péptido para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho péptido debe
inyectarse a un sujeto que lo necesite.

El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho péptido se
administrara en combinacién con uno o mas de otros compuestos contra enfermedades cardiovasculares.

El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde dicho uno o mas de otros compuestos

contra enfermedades cardiovasculares se seleccionan de compuestos de estatina, enfoques anticoagulantes,
compuestos anti-aldosterona, inhibidores de la ECA y bloqueadores beta.
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