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(57) Resumen: La presente invencion hace referencia a un péptido neuroprotector, caracterizado por que consiste enl5 aminoacidos
de la secuencia de TrkB-FL humana correspondiente a las posiciones 458 hasta 472 de la secuencia candnica y que es capaz de
gjercer un efecto neuroprotector al aumentar el tiempode respuesta pro-supervivencia. Asimismo, en la presente invencidn, se
protege el uso de dicho péptido para prevenir y/o tratar el daflo neuronal en mamiferos causado por una patologia del sistema
nervioso central asociada a excitotoxicidad. También se protege una composicién farmacettica caracterizada por comprender dicho
péptido neuroprotector, asi como el uso de los mismos en el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares y otras patologias del
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DESCRIPCION

SECTOR Y OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencién se engloba en el sector farmacéutico, y en el sector de servicios
publicos, sociales y colectivos. En concreto, la presente invenciéon se dirige a
companias farmacéuticas que trabajan en el campo de la neuroproteccion, tanto
referida a dafos agudos (isquemia, trauma agudo) como crénicos (enfermedades

neurodegenerativas).

ESTADO DE LA TECNICA

La industria farmacéutica tiene gran interés en las patologias humanas de alta
incidencia y de prevalencia creciente debido a los cambios demograficos y las
mayores expectativas de vida. Las enfermedades cerebrovasculares (ECV)
representan la segunda causa de muerte mundial, con 6,7 millones de defunciones y
un 11,9% del total (segun datos recientes de la OMS del afio 2012). Asi mismo, la
isquemia cerebral es la segunda causa de demencia tras la enfermedad de Alzheimer,

y el primer motivo de incapacidad en adultos.

La isquemia cerebral o ictus es un fenémeno que caracteriza a las ECVs y se define
como la reduccién por diferentes causas del aporte sanguineo hasta unos niveles
insuficientes para mantener el metabolismo y funcionamiento normales de las células
cerebrales. Existen dos tipos de ictus segun su origen: ictus hemorragico, generado
por la ruptura de un vaso cerebral, el espasmo vascular asociado a una hemorragia
subaracnoidea y la hipertension intracraneal, y el ictus isquémico, producido por la
falta de riego sanguineo en una region del cerebro debido a la presencia de un trombo
o placa aterosclerética. En el tejido afectado podemos diferenciar dos areas: el nucleo
del infarto, que sufre la reduccion mas severa de flujo sanguineo y experimenta un
dafo irreversible, y la zona de penumbra isquémica, caracterizada por ser
funcionalmente silente pero intacta desde el punto de vista estructural. Sin embargo, si

el flujo sanguineo no se recupera en un periodo de tiempo denominado ventana
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terapéutica, esta regiéon puede sufrir procesos de degeneracion neuronal secundaria
que provocan la expansion del nucleo del infarto hacia la zona de penumbra

isquémica.

El unico tratamiento aprobado en la practica clinica frente al ictus isquémico es la
trombdlisis con el activador tisular del plasminégeno (tPA), que contribuye a la
restauracién del flujo sanguineo cerebral mediante la disolucion del coagulo que
obstruye la arteria. No obstante, la terapia trombolitica da lugar con relativa frecuencia
a hemorragias intracerebrales sintomaticas y, ademas, el tPA presenta una toxicidad
asociada que incrementa la degeneracién neuronal en modelos experimentales. Estos
efectos adversos conllevan la existencia de numerosas contraindicaciones para este
tipo de terapia, lo cual ocasiona un problema adicional: la ventana terapéutica en la
que los beneficios del tratamiento son superiores a los riesgos se estrecha
considerablemente, estando dentro de las 3-4,5 horas tras el comienzo de los
sintomas. Esto supone que en Espana unicamente un 5-10% de los pacientes de un
ictus isquémico puede beneficiarse del uso de compuestos tromboliticos. Por tanto,
aun mejorando la evolucién de algunos pacientes, el uso del tPA no esta exento de
riesgos, tiene un uso muy limitado y solo es eficaz en una estrecha ventana

terapéutica.

Entre las alternativas terapéuticas que se estan tratando de desarrollar esta la
interferencia de las cascadas de sefializacién bioquimicas inducidas por la ECV que
conducen al dafio isquémico y la muerte neuronal secundaria de la zona de penumbra.
Reducir esta muerte neuronal secundaria seria extremadamente beneficioso porque
permitiria atenuar el dano neurologico y el grado de discapacidad de los pacientes. El
mecanismo fundamental de la muerte neuronal secundaria es la excitotoxicidad, un
proceso inducido por el aumento de la concentracion del neurotransmisor excitatorio
glutamato en el espacio extracelular y la sobreactivacion de sus receptores
especificos, principalmente los de tipo N-metil-D-aspartato (NMDARSs) (Olney, 1986).
Por ello, la excitotoxicidad es una diana fundamental en la busqueda de estrategias de
neuroprotecciéon. En el pasado, como primera aproximacion, se utilizaron farmacos
que al unirse directamente a los NMDARs (antagonistas) o de manera indirecta (por
ejemplo, inhibidores de la liberacién de glutamato, antagonistas de los canales de
calcio dependientes de voltaje) disminuian la sobreactivacion del NMDAR. Sin

embargo, estos farmacos mostraron resultados esperanzadores en modelos
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experimentales de isquemia pero fueron ineficaces en el tratamiento de la isquemia
cerebral en humanos vy, por tanto, no superaron los ensayos clinicos (lkonomidou and
Turski, 2002). Un defecto comun a la mayoria de estos farmacos es su falta de
selectividad, motivada fundamentalmente por el desconocimiento de la naturaleza dual
de los NMDARSs, receptores que son criticos a un tiempo en procesos de
supervivencia y de muerte celular (Hardingham et al., 2002). Ademas, los NMDARs
juegan también un papel preponderante en la transmisién sinaptica y la comunicacion
neuronal del sistema nervioso central (SNC), tanto durante el desarrollo como en su
vida adulta, y son criticos en procesos vitales como el aprendizaje, la memoria, la
plasticidad sinaptica y la sinaptogénesis. Debido a ello, los farmacos desarrollados
anteriormente en general bloquean tanto la activacién fisioldégica del NMDAR como la
patolégica y, por tanto, tienen efectos secundarios sobre el aprendizaje y producen

somnolencia, alucinaciones o incluso coma.

El interés por desarrollar nuevos farmacos capaces de reducir el proceso excitotéxico
va mucho mas alla de las ECVs, ya que las alteraciones funcionales del NMDAR son
también causantes de la degeneracién o muerte neuronal en un gran numero de
patologias neurolégicas, como son la hipoglucemia, epilepsia y el trauma agudo (Choi,
1988). Ademas, la excitotoxicidad también aparece asociada a ciertas enfermedades
neurodegenerativas como las enfermedades de Alzheimer, Parkinson, Huntington y la
esclerosis lateral amiotrofica (ELA). En general, todas estas enfermedades carecen de
tratamientos etiolégicos y las terapias utilizadas son sintomaticas o paliativas. Asi, por
ejemplo, en casos moderados o graves de la enfermedad de Alzheimer se esta
utilizando un antagonista no-competitivo del NMDAR de desarrollo mas reciente, la
memantina, que presenta cierta eficacia en la reduccién de la excitotoxicidad asociada
a dicha enfermedad (Chen and Lipton, 2006). Por ultimo, la excitotoxicidad también es
critica en trastornos neurolégicos caracterizados por hiperexcitabilidad o
hipersensibilizacién neuronal (algunos tipos de disquinesias, dolor neuropatico), y
patologias oculares (glaucoma, retinopatia diabética, neuropatia éptica isquémica y

traumatismos del nervio 6ptico).

En los ultimos anos se han comenzado a desarrollar pequefios péptidos permeables a
la membrana plasmatica y la barrera hematoencefalica (BHE), que no alteran la
activacion per se de los NMDARSs pero si la formacion de complejos con proteinas de

andamiaje y senalizacién de la densidad postsinaptica (PSD) que son necesarios para



10

15

20

25

30

35

WO 2016/059277 PCT/ES2015/070744

4

las funciones patolégicas del NMDAR (Aarts et al., 2002). Se ha demostrado que el
péptido NA-1 (Tat-NR2B9c, patente US 2010/0137224 A1) es capaz de reducir el dafio
isquémico en modelos murinos (Aarts et al., 2002) y de primates (Cook et al., 2012b)
y, mas recientemente, en pacientes sometidos a cirugia endovascular para la
reparacion de un aneurisma participantes en un pequeno estudio clinico de fase 2 (Hill
et al.,, 2012; revisado en Dolgin, 2012). Aunque prometedora, esta aproximacion
terapéutica no esta exenta de posibles complicaciones ya que las subunidades del
NMDAR diana de este péptido participan en procesos de plasticidad sinaptica y

formacién de la memoria en individuos adultos (Brigman et al., 2010).

En neuronas existen otros mecanismos de control de la supervivencia neuronal,
relacionados funcionalmente con los mediados por los NMDARs aunque diferentes a
ellos, que también resultan alterados en condiciones patolégicas. Ejemplo de estos
mecanismos son los regulados por las neurotrofinas como BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), que mediante la unién a su receptor de alta afinidad TrkB-FL
induce su dimerizacién y transfosforilacién, y la activacién de diversas cascadas de
senalizacién intracelular pro-supervivencia. Las neurotrofinas regulan adicionalmente
otros procesos fundamentales del SNC como la liberacién de neurotransmisores, la
expresion génica o la trasmision sinaptica. EIl ARNm del gen de TrkB (Nfrk2) codifica
para la isoforma TrkB-FL completa, que es el receptor TrkB cataliticamente activo, y
para varias isoformas truncadas (TrkB-T1, TrkB-T2 y TrkB-T-Shc) carentes del dominio
tirosina quinasa que participan en la modulacién del receptor activo. Particularmente,
la isoforma TrkB-T1 bloquea la funcion del receptor TrkB-FL mediante la competicidn
por la uniéon del BDNF o la formacion de heterodimeros inactivos TrkB-FL/TrkB-T1
(Carim-Todd et al., 2009).

La reduccion del soporte neurotrofico es un componente importante en la patogénesis
de numerosas patologias del SNC. En enfermedades neurodegenerativas como la
enfermedad de Alzheimer, Parkinson, Huntington o ELA se han observado niveles
alterados de BDNF y TrkB, y una disminucién en la sefalizacién (Dawbarn and Allen,
2003); también se han observado alteraciones de la via BDNF/TrkB en esquizofrenia,
modelos de sindrome de Down o estados depresivos y de estrés (Dawbarn and Allen,
2003). Recientemente, se ha demostrado que la via BDNF/TrkB esta inhibida en
situaciones de excitotoxicidad e isquemia cerebral transitoria (Vidaurre et al., 2012). En

concreto, se ha observado la modificacion en sentido opuesto de los niveles
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neuronales de las isoformas TrkB-FL y TrkB-T1 mediante dos mecanismos: la
inversién del balance entre los ARNm de las isoformas, que da lugar a un aumento en
la expresion de TrkB-T1 en detrimento de la de TrkB-FL, y la protedlisis por calpaina
de TrkB-FL, que reduce los niveles del receptor activo y produce una proteina
truncada de tamano similar a TrkB-T1 y que, al igual que ella, podria actuar como un
dominante negativo (Vidaurre et al., 2012). El aumento de TrkB-T1 se ha observado en
modelos celulares y animales de excitotoxicidad, y también en necropsias de
pacientes fallecidos a consecuencia de una ECV, apoyando la relevancia de este
mecanismo para la patologia isquémica en humanos. Mediante el uso de vectores
lentivirales que revierten el desbalance entre las isoformas, se ha demostrado que los
cambios en la expresiéon de TrkB son fundamentales en este proceso de muerte
neuronal (Vidaurre et al., 2012). Estos resultados apuntan a que el mantenimiento de
los niveles del receptor activo de neurotrofinas TrkB-FL podria ser una estrategia
terapéutica util en numerosas patologias del SNC con un componente excitotéxico.
Concretamente, el desarrollo de péptidos neuroprotectores con TrkB-FL como diana
permitiria el tratamiento y prevencion del dafo neuronal causado por patologias del
SN en las que se encuentra alterada la via de supervivencia BDNF/TrkB, como
patologias del SNC asociadas con el proceso de excitotoxicidad, ECVs como el ictus o
la isquemia cerebral, o bien en el dafo neuronal causado por falta de soporte
neurotréfico, hipoxia, desconexiéon o dafo mecanico consecuencia de traumatismos
cerebrales y/o medulares. En el caso del ictus o isquemia cerebral, estos métodos
terapéuticos podrian constituir un complemento y/o alternativa a las actuales terapias

tromboliticas, las unicas existentes hoy en dia.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un péptido neuroprotector, a partir de ahora
denominado “péptido neuroprotector de la invencién”, caracterizado por consistir en 15
aminoacidos de la secuencia de TrkB-FL humana (SEQ ID NO: 1) correspondiente a
las posiciones 458 hasta 472 de la secuencia canénica (NCBI Gene ID: 4915, UniProt
Q16620). La proteina TrkB-FL esta altamente conservada en mamiferos y la
secuencia del péptido neuroprotector de la invencién es idéntica en las proteinas de
rata (NCBI Gene ID: 25054, UniProt Q63604) y raton (NCBI Gene ID:18212, UniProt
P15209), donde ocupa los residuos 457 hasta 471. El péptido neuroprotector de la

invencién ha sido diseflado para interferir en el procesamiento de TrkB-FL por
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proteasas y, en particular, por la calpaina. La reduccién del procesamiento de TrkB-FL
incrementa sus niveles en la membrana plasmatica neuronal y, de esta forma,
aumenta la capacidad de respuesta de estas células a la neurotrofina BDNF, que
activa diversas cascadas neuronales de sefalizacidén pro-supervivencia. La reducciéon
del soporte neurotrofico es un factor comun frecuente en situaciones patolégicas de
dafio neuronal asociado al proceso de excitotoxicidad. Los estimulos causantes de
esta forma de muerte celular pueden ser: accidentes cerebro-vasculares (ACVs, como
el ictus isquémico o el ictus hemorragico), lesiones cerebrales traumaticas (incluidas
las lesiones por neurocirugia), tumores del SNC, efectos secundarios de su
tratamiento oncolégico, o patologias cronicas del sistema nervioso central asociadas
con un proceso de excitotoxicidad (enfermedades neurodegenerativas como

Alzheimer, Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotréfica o ELA).

Un resumen de los polinucleétidos y péptidos descritos en la presente invencidén se

describe en la siguiente tabla:

Tabla 1. Listado de secuencias mencionadas en la invencion.

Nombre SEQ ID NO SEQ ID NO
aminoacidica nucleotidica
TrkB-FL 458-472 1 26
TrkB-FL 483-496 2
TrkB-FL 542-556 3
TrkB-FL 640-653 4
c-Myc 408-421 5
TFL4s7 6 27
TFLss2 7
TFLs44 8
TFLe3g 9
TMyc 10
MAP 11
pAntp43—68/Penetratin 12
Transportan/TP10 13
SBP 14
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FBP 15
TAT48-60 16
TAT47-57 17 28
SynB1 18
SynB3 19
pVEC 20
Pep-1 21
OctaArginine 22
NonaArginine 23
CADY 24
RVG 25

Asi un primer objeto de la invencidén es un péptido neuroprotector, a partir de ahora
denominado “péptido neuroprotector de la invencidén”, caracterizado por consistir en15
aminoacidos de la secuencia de TrkB-FL correspondientes a las posiciones 458-472
de la secuencia canonica humana o las posiciones 457-471 de las secuencias de rata
(NCBI Gene ID: 25054, UniProt Q63604) y raton (NCBI Gene 1D:18212, UniProt
P15209) (SEQ ID NO: 1).

La expresion: “péptido neuroprotector”, tal y como se emplea en la presente invencion,
hace referencia a una secuencia de aminoacidos capaz de prevenir, mitigar o retrasar
los procesos bioquimicos que ocurren en el sistema nervioso y originan

neurodegeracion o muerte neuronal de tipo apoptética o necrética.

La expresion “muerte celular inducida por excitotoxicidad” o “excitotoxicidad” se refiere
a un proceso patolégico por el cual las neuronas son dafadas y destruidas por la
sobreactivacion mediada por la unidn a sus receptores de membrana de los
neurotransmisores excitatorios, fundamentaimente glutamato o sus analogos
farmacologicos: NMDA (en inglés, N-methyl-D-aspartate receptor), AMPA (en inglés,
o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor) y acido kainico. La
presencia en el sistema nervioso de niveles patolégicamente elevados de glutamato, o
sus analogos NMDA o kainato, puede provocar la excitotoxicidad al permitir que
niveles elevados de iones de calcio entren en las neuronas. La entrada de Ca*? en las

células activa una serie de enzimas, incluyendo las fosfolipasas, las endonucleasas, y
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proteasas tales como la calpaina que danan las estructuras celulares, como las que
componen el citoesqueleto, la membrana y el ADN. Otras contribuciones importantes
al proceso de excitotoxicidad son la generacién de radicales libres y la disfuncion

mitocondrial.

Preferentemente, dicho péptido neuroprotector comprende un “agente de
internalizacion”; con el término “agente de internalizacién” se hace referencia a una
molécula capaz de facilitar el paso de un péptido determinado a través de la barrera
hematoencefdlica y la membrana plasmatica para permitir su acceso al interior de las
neuronas y/o células gliales. Dicha molécula puede hallarse covalentemente unida o
no a la secuencia de péptido neuroprotector. Como ejemplos no limitantes pueden
citarse: ciclodextrina, poloxameros, péptidos de unién al receptor de acetil colina, virus
y VLPs (Virus Like Particles), Cereport (RMP-7), nanocarriers (incluyendo los
polietilenglicolados: PEG-PLA, PEG-PCL, PEG-PHDCA, etc), o péptidos penetrantes

celulares.

En una realizacion preferente de esta invencién, el péptido neuroprotector de la
invencion esta unido covalentemente a un péptido penetrante celular o CPP (Cel/
Penetrating Peptide) (Milletti, 2012; Regberg et al., 2013). Algunos ejemplos de CPPs

pueden verse en la Tabla 2.

Tabla 2: Ejemplos de CPPs y sus secuencias. Abreviaturas: MAP: model
amphipathic peptide; Antp: Antennapedia;, SBP: sequence signal-based peptide; FBP,
fusion sequence-based peptide; TAT: HIV-1 trans-activating transcriptor, pVEC:

vascular endothelial-cadherin; RVG: Rabies Virus Glycoprotein fragment.

SEQ IDNO

Nombre del péptido . .
aminoacidica

MAP 11
pAntp43—68/Penetratin 12
Transportan/TP10 13
SBP 14

FBP 15

TAT48-60 16
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TAT47-57 17
SynB1 18
SynB3 19
pVEC 20
Pep-1 21
OctaArginine 22
NonaArginine 23
CADY 24
RVG 25

En la presente invencién “CPPs” o “péptidos penetrantes celulares”, se refiere a un
grupo de péptidos cortos de menos de 30 aminoacidos que son capaces de penetrar la
membrana junto con la carga que transportan hasta el interior celular sin producir
efectos citoliticos; son péptidos con carga positiva, caracteristicas anfipaticas,
hidrofobicidad teorética, momento helicoidal o capaces de interactuar con membranas
lipidicas y adoptar una estructura secundaria distintiva tras su asociacién con lipidos.
Los CPPs penetran en la célula fundamentalmente mediante endocitosis o
macropinocitosis mediada por rafts lipidicos. Los CPPs son empleados como medio de
transporte para introducir en las células moléculas bioactivas; normalmente mediante
una unién covalente, aunque las uniones no covalentes también son posibles.

Asi, en una realizacién aun mas preferente el péptido neuroprotector de la invencién
estd unido al dominio basico de la proteina transactivadora Tat del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV), TAT47-57 (SEQ ID NO: 17) o TAT48-60 (SEQ ID
NO: 16).

En un objeto particular de la invencién la secuencia del péptido neuroprotector objeto
de la presente invencion, es un péptido quimérico con secuencia SEQ ID NO: 6 y se

caracteriza por comprender:

i. la secuencia de 11 aminoacidos del CPP TAT47-57 (SEQ ID NO: 17),

fusionada con

ii. la secuencia de 15 aminoacidos de TrkB-FL correspondiente a las posiciones
458-472 de la proteina humana (SEQ ID NO: 1),
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con la particularidad de que la arginina C-terminal de la secuencia Tat es

también el primer aminoacido de la secuencia de TrkB-FL.

Como “péptido quimérico” o “proteina de fusion” se entiende en la presente invencion,
un péptido creado a partir de la union en un gen de fusién o por sintesis quimica de
dos o mas polinucleétidos con actividades conocidas diferentes. Cuando se emplea un
“gen de fusion” nos refererimos a genes o fragmentos de genes, que originalmente
codifican para péptidos separados, pero cuya traduccién resulta en un péptido
individual con propiedades funcionales derivadas de cada una de los péptidos
originales. Dentro del alcance de la presente invencidon también se incluyen los
péptidos o polipéptidos cuya secuencia de aminoacidos sea idéntica u homdloga a las
secuencias descritas en la presente invencion; preferentemente, el porcentaje de
identidad es entre 70-95%, aun mas preferentemente el porcentaje de identidad es

entre 90-95%, y mas preferentemente aun el porcentaje de identidad es entre 95-99%.

La fusidn proteica o peptidica es una técnica que se emplea frecuentemente en
biologia molecular. Habitualmente esta relacionada con la produccién de proteinas o
péptidos en sistemas vivos, como por ejemplo, aunque sin limitarnos, en bacterias,
levaduras, o células de mamifero. La inclusiéon de la secuencia codificante de interés
en fase, respetando la pauta de lectura, permite la produccién de una proteina o

péptido quimérico.

Un péptido de fusion o quimérico, como el de la presente invencién, se purifica con
facilidad, empleando para ello las caracteristicas de las proteinas y los péptidos de
unirse a una matriz cromatografica, o de precipitar en ciertas condiciones. La
purificacién de un péptido de fusién puede realizarse mediante, por ejemplo, aunque

sin limitarnos a, columnas de sefarosa-glutation.

La sintesis quimica de polipéptidos de pequefio tamario es conocida por el experto en
la materia y puede realizarse segun métodos convencionales conocidos en el estado
de la técnica, como por ejemplo mediante métodos de sintesis de péptidos en fase
sélida (Stewart and Young, 1984; Bodanzsky and Bodanzsky, 1994; Lloyd-Williams et
al., 1997), la sintesis en solucién, una combinacion de los métodos de sintesis en fase

sélida y en solucién o la sintesis enzimatica (Kullmann, 1980).
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El término “homologia®, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
semejanza entre dos estructuras debida a una ascendencia evolutiva comun, y mas
concretamente a la semejanza o identidad entre los nucledtidos de posiciones

equivalentes en dos o mas polinucledtidos.

El término “identidad”, tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la
proporcion de aminoacidos idénticos entre dos polipéptidos que se comparan. Los
métodos de comparacién de secuencias son conocidos en el estado de la técnica, e
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa BLASTP o BLASTN, ClustalW y
FASTA. Puesto que dos proteinas se consideran homoélogas si tienen el mismo origen
evolutivo, en general, se asume que valores de similitud o identidad superiores al 60%
indican estructuras homodlogas. Podemos considerar, por tanto, que porcentajes de
identidad de, al menos, un 80% mantendran las mismas propiedades de dicho

polipéptido.

Ademas, con la informacién suministrada, un experto en la materia es capaz de
combinar las mutaciones para generar nuevas variantes del péptido neuroprotector
con actividad similar o mejorada. Una posibilidad es la sustitucién conservativa de los
aminoacidos; asi, por ejemplo, se entiende por sustitucién conservativa aquella que
mantiene las caracteristicas de polaridad y carga del aminoacido sustituido. Por
ejemplo, lisina y arginina son aminoacidos cuyas cadenas laterales estan cargadas
positivamente a pH neutro, por lo que se acepta que los cambios de lisina por arginina
0 viceversa representan cambios conservativos. Se han clasificado los 20 aminoacidos
que constituyen la base de todas las proteinas naturales de acuerdo a su
conservatividad en grupos: (i) aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina,
triptéfano); (i) aminoacidos alifaticos (glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina y
metionina); (iii) aminoacidos ionizables basicos (histidina, lisina y arginina); (iv)
aminoacidos ionizables acidos (acidos aspartico y glutamico); (v) amidas de
aminoacidos acidos (asparagina y glutamina); y (vi) aminoacidos hidroxilados (serina 'y

treonina). Algunos autores incluirian la cisteina en este ultimo grupo.

Otro objeto de la invencion se refiere a una secuencia nucleotidica aislada, de ahora
en adelante “secuencia nucleotidica de la invencién”, que codifica para el péptido de la

invencién, o a la secuencia nucleotidica complementaria a dicha secuencia
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nucleotidica, sin que ello limite a otras secuencias nuclectidicas que por la
degeneracion del codigo genético pudieran generarse y den origen a la misma
secuencia polipeptidica. Las secuencias SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27 describen
las secuencias nucleotidicas a partir de las cuales derivan las secuencias
aminoacidicas SEQ ID NO: 1, y SEQ ID NO: 6, respectivamente.

Los términos “secuencia nucleotidica”, “secuencia de nucleétidos”, “acido nucleico”,
“oligonucledtido” y “polinucleétido” se refieren de forma intercambiable a un polimero
compuesto de una multiplicidad de unidades de nucleétidos (desoxirribonucleétidos o
ribonucledtidos o variantes estructurales relacionadas o analogos sintéticos de los
mismos) enlazados a través de enlaces fosfodiéster (o variantes estructurales
relacionadas o analogos sintéticos de la misma). El término polinucleétido incluye ADN
gendémico o ADN codificante de cadena doble o sencilla, ARN, cualquier polinucleétido
sintético y manipulado genéticamente y ambos tanto la cadena codificante como la
antisentido (aunque sélo se destaca la cadena codificante en la presente memoria).
Esto incluye moléculas de cadena sencilla y de doble cadena, como por ejemplo,
hibridos de ADN-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN.

La secuencia nucleotidica de la invencidon puede obtenerse de manera artificial
mediante métodos de clonacion y seleccidn convencional ampliamente conocidos en

el estado de la técnica.

La secuencia nucleotidica de la invencién, adicionalmente a la secuencia codificante,
puede llevar otros elementos, como por ejemplo aunque sin limitarse, intrones,
secuencias no codificantes en los extremos 5 6 3’, sitios de unién a ribosomas,
secuencias estabilizadoras, secuencias de deteccidn celular, etc. Estos polinucledtidos
adicionalmente también pueden incluir secuencias codificantes para aminoacidos
adicionales que pueden ser Utiles, por ejemplo, aunque sin limitarse, para aumentar la
estabilidad del péptido generado a partir de él o para permitir una mejor purificacion

del mismo.

Las secuencias de polinucleétidos de la invencién pueden hallarse formando parte de
vectores que permitan su multiplicaciéon o clonaje asi como su expresién. Dicho vector
puede ser, por ejemplo un vector de clonacién o un vector de expresiéon o un vector

recombinante. El clonaje de la secuencia nucleotidica de la invencidon se puede
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realizar empleando un vector de expresién o recombinante, o un plasmido. Estos
vectores comprenden la secuencia nucleotidica de la invencion o, en su caso, la
secuencia polinucleotidica codificante para una proteina portadora y la secuencia
nucleotidica de la invencion, y una serie de secuencias codificantes para aminoacidos
gue son dianas de corte de proteasas. La ventaja de esta estructura es que, una vez
producida la proteina o péptido de fusion, lisado el sistema de expresion y purificada
ésta mediante, por ejemplo, aunque sin limitarnos, cromatografia de afinidad, se puede
escindir la proteina portadora del péptido de la invencién mediante digestion con una
proteasa y repurificar el péptido de la invencibn mediante el mismo sistema

cromatografico.

El término "vector”, tal y como se emplea en la presente memoria, se refiere a una
molécula de acido nucleico que es capaz de transferir secuencias de acidos nucleicos
contenidas en la misma a la célula que trasduce y que se produce por medio de
técnicas de biologia molecular. Algunos ejemplos de vectores recombinantes son ADN
lineal, ADN plasmidico, virus modificados, adenovirus/virus adenoasociados, vectores
retrovirales y virales, etc.; todos ellos ampliamente descritos en la literatura y que
pueden ser empleados siguiendo técnicas estandar de biologia molecular o

comprados a proveedores.

Los vectores o plasmidos pueden ser introducidos, por ejemplo, aunque sin limitarnos,
mediante transfeccién, transformacién o infeccidén de las células hospedadoras, como
son, aungue sin limitarse a ellas, células vegetales, de mamifero, bacterias, levaduras
o células de insecto. La introduccion del vector de expresién en la célula hospedadora
se puede llevar a cabo mediante cualquiera de los métodos fisicos o biolégicos para
dar lugar a células transformadas o transfectadas. Dichos métodos biolégicos incluyen,
pero sin limitarse, el uso de vectores de ADN y ARN virales. La principal ventaja de los
métodos fisicos reside en que éstos no estan asociados con procesos oncogénicos ni
patologicos de virus. Sin embargo, los métodos fisicos son menos precisos y, a
menudo, resultan en inserciones de multiples copias, integraciones aleatorias,
interrupcién de secuencias genéticas propias y foraneas, asi como expresién
impredecible. Entre los vectores virales mas usados para la introducciéon de genes en
células de mamifero, se encuentran, vectores de poxvirus, de herpes simplex,

adenovirus, vectores asociados a adenovirus, etc.
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Por ello, otra realizacién de la invencién se refiere a un vector de expresion o un vector
recombinante, de ahora en adelante “vector de la invencién”, que comprenden las
secuencias nucleotidicas de la invencién SEQ ID NO: 26 y/o SEQ ID NO: 27.

El término "vector de clonacién", tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a una molécula de ADN en la que se puede integrar otro fragmento de ADN, sin
que pierda la capacidad de replicacion. Ejemplos de vectores de expresién son, pero
sin limitarse, plasmidos, césmidos, fagos de ADN o cromosomas artificiales de

levadura.

El término "vector de expresion”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a un vector de clonacidén adecuado para expresar un acido nucleico que ha sido
clonado en el mismo tras ser introducido en una célula, denominada célula huésped.
Dicho acido nucleico se encuentra, por lo general, unido operativamente a secuencias

de control.

El término "vector recombinante”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se
refiere a un vector adecuado para expresar un acido nucleico que ha sido clonado en
el mismo, de forma que la expresidbn del péptido neuroprotector se realiza
directamente en el tejido o célula diana. Generalmente dicho vector es un virus, y es
producido por la unién de diferentes fragmentos de acidos nucleicos a partir de
diferentes fuentes y cuya expresion da lugar a una particula viral con capacidad
infectiva compuesta caracteristicamente de capside proteica, genoma viral y proteinas
asociadas al genoma viral; este virus esta disefiado de tal forma que permite la
expresion en el tejido o célula diana de las secuencias nucleotidicas o peptidicas de
interés. La expresidén en un tejido o célula de interés se realiza mediante la unién
operativa del polinucléotido a secuencias de control, preferentemente secuencias de
control especificas del tejido o célula donde se quiere expresar; preferentemente
dichas secuencias de control son promotores o enhancers del SNC. Un vector
recombinante segun la invencion puede, por tanto, emplearse tanto como herramienta
biotecnolégica para multiplicar el virus como emplearse en composiciones
farmacéuticas como tratamiento farmacologico per se. Un vector recombinante tipico
se selecciona del grupo que consiste en un vector lentiviral, un vector adenoviral y/o

un vector de virus adenoasociados.
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El término "expresion" se refiere al proceso por el cual se sintetiza un polipéptido a
partir de un polinucleétido. Incluye la transcripcidon del polinucleétido en un ARN
mensajero (ARNm) y la traduccién de dicho ARNm en una proteina o un polipéptido.
La expresion puede tener lugar en una célula hospedadora, pero también mediante

cualquier proceso de expresion proteica in vivo.

El término "célula hospedadora” o "célula huésped", tal y como se utiliza en la
presente descripcion se refiere a cualquier organismo procariota o eucariota que es
recipiente de un vector de expresion, de clonaciéon o de cualquier otra molécula de
ADN.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, una “célula hospedadora” o “célula
huésped” incluye cualquier célula cultivable que puede ser modificada mediante la
introduccién de ADN no contenido de manera natural en la célula, de aqui en adelante

“célula hospedadora de la invencion”.

Preferiblemente, una célula hospedadora es aquella en la que el polinucleétido de la
invencién puede ser expresado, dando lugar a un polipéptido estable, modificado post-
traduccionalmente y localizado en el compartimento subcelular apropiado. La elecciéon
de una célula hospedadora adecuada puede también estar influida por la eleccién de
la sefal de deteccién. Por ejemplo, el uso de construcciones con genes reporteros (por
ejemplo, /acZ, luciferasa, timidina quinasa o la proteina verde fluorescente “GFP”)
puede proporcionar una sefal seleccionable mediante la activacion o inhibicién de la
transcripcion del gen de interés en respuesta a una proteina reguladora de la
transcripcion. De cara a conseguir una seleccién o “screening” éptimo, el fenotipo de la

célula hospedadora debera ser considerado.

Una célula hospedadora de la presente invencion incluye células procariotas y
eucariotas. Entre las procariotas se incluyen organismos Gram negativos (por ejemplo,
Escherichia coli) o Gram positivos (por ejemplo, bacterias del género Bacillus). Las
células procariotas se usaran, preferiblemente, para la propagaciéon de la secuencia
del control de la transcripcién del vector que contiene el(los) polinucledtido(s) objeto(s)
de la invencién, lo que permitird conseguir un mayor numero de copias del vector
conteniendo el(los) polinucledtido(s) objeto(s) de la invencién. Entre las células

hospedadoras procariotas adecuadas para la transformacién de este vector se
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encuentran, por ejemplo, pero sin limitarse a, E. coli, Bacillus subtilis, Salmonella
typhimurium, y otras especies dentro de los géneros Pseudomonas, Streptomyces y
Staphylococcus. Las células eucariotas incluyen, entre otras, células de levadura,
células de plantas, células de hongos, células de insectos, células de mamifero, y
células de organismos parasitos (por ejemplo, Trypanosomas). Tal y como se emplea
en esta memoria, el término levadura no incluye sélo levadura en el sentido
taxonomico estricto, es decir, organismos unicelulares, sino también hongos
multicelulares similares a las levaduras u hongos filamentosos. Ejemplos de especies
son Kluyveromyces lactis, Schizosaccharomyces pombe, y Ustilago maydis, con
Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris como organismos preferidos. Otras
levaduras que pueden utilizarse en la produccion de la(s) secuencia(s) polipeptidica(s)
de la presente invencion son Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus
nidulans, Candida tropicalis, y Hansenula polymorpha. Los sistemas de cultivo con
células hospedadora de mamifero incluyen lineas celulares establecidas como las
células COS, células L, células 3T3, células de ovario de hamster chino (CHQ), células
madre embrionarias, con las células BHK, HeK o HelLa como células preferidas. Las
células eucariotas son, preferiblemente, utilizadas para la expresidon del gen
recombinante mediante la aplicacién de la secuencia de regulacidén de la transcripcion

o el vector de la presente invencion.

Un cultivo de células hospedadoras se refiere al proceso de mantener y crecer las
células hospedadoras. Los cultivos celulares necesitan condiciones controladas de
temperatura, pH, porcentajes de gases (oxigeno y dioxido de carbono), asi como la
presencia de los nutrientes adecuados para permitir la viabilidad y la division celular.
Los cultivos celulares pueden desarrollarse en sustratos sélidos como el agar, o en
medio liquido, lo que permite cultivar grandes cantidades de células en suspensién. La
eleccion de un tipo celular y otro para la propagaciéon del vector de la invencion
depende de las caracteristicas de éste, tal y como es conocido en el estado de la
técnica. Ademas, cuando el vector de la invencion es un virus, los cultivos virales
ademas precisan de células hospedadoras que aporten la maquinaria celular y
metabolica de la que carecen. Esto permite que el virus pueda no s6lo mantenerse
sino también multiplicarse por lo que la expresién del polinucleétido de la invencién en

dicho cultivo celular puede utilizarse para propagar el vector de la invencion.
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De esta manera, otro objeto de la invencion es la célula que contiene al menos uno de
los polinucleétidos de la invencién, de ahora en adelante “célula hospedadora de la

invencion”.

Una realizacion particular de la invencién se refiere a la célula hospedadora de la
invencion que contiene al menos uno de los polinucleétidos de la invencién SEQ ID
NO: 26 6 SEQ ID NO: 27.

Asi, otra realizacidn de la invencion se refiere al uso de la célula hospedadora de la
invencion para obtener el péptido neuroprotector de la invencién, para reproducir y

mantener el polinucleétido de la invencidn y/o para obtener el vector de la invencion.

Métodos para la obtencidon del polipéptido neuroprotector de la invencién son
conocidos para el experto en el estado de la técnica. Estos comprenden tanto los
métodos de cultivo de la célula hospedadora de la invencién y posterior purificaciéon del

péptido, como métodos de sintesis quimica descritos anteriormente.

El término “purificar” tal y como se emplea en la descripcién, se refiere al aislamiento y
concentracién del polipéptido de la invencion respecto del resto de polipéptidos
presentes en el medio de cultivo y de la célula hospedadora de la invencién. El
aislamiento del polipéptido de la invencidn puede llevarse a cabo mediante técnicas de
solubilidad diferencial, cromatografia, electroforesis o isoelectroenfoque. Las técnicas
de cromatografia pueden estar basadas en el peso molecular, la carga idnica (basada
en el estado de ionizaciéon de los aminoacidos en las condiciones de trabajo), la
afinidad de la proteina por determinadas matrices o columnas cromatograficas, o
mediante etiquetas de purificacion, y puede realizarse en columna, en papel 0 en
placa. El aislamiento de la proteina puede realizarse, por ejemplo, mediante
precipitacion con sulfato amonico, cromatografia liquida rapida (FPLC, del inglés “Fast
Protein Liquid Cromatography”) o cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, del
inglés  “High Performance Liquid Chromatography”), empleando sistemas
automatizados que reducen notablemente el tiempo de purificacién e incrementan el

rendimiento de la purificacién.

La expresion "etiqueta de purificacion” o "etiqueta de afinidad”, tal y como se utiliza en

la presente descripcién se refiere a una secuencia de aminoacidos que ha sido
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incorporada (generalmente, por ingenieria genética) a una proteina para facilitar su
purificacion. La etiqueta, que puede ser otra proteina o una secuencia corta de
aminoacidos, permite la purificacion de la proteina, por ejemplo, mediante
cromatografia de afinidad. Etiquetas de purificacién conocidas en el estado de la
técnica son, por ejemplo, pero sin limitarse a, el péptido de unién a calmodulina (CBP),

la enzima glutation-S-transferasa (GST) o una cola de residuos de histidina.

Otra realizacién de la invencién se refiere al uso de la célula primera hospedadora de
la invencién para la obtencion del polipéptido de la invencién. Preferentemente, la
célula hospedadora de la invencidn es una bacteria, mas preferentemente Escherichia
coll.

Otro objeto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica o medicamento,
de ahora en adelante “composiciéon farmacéutica de la invencién”, que comprende al

menos uno de los siguientes:

i. el péptido neuroprotector de la invencion,
ii. el polinucleétido de la invencioén,

iii. el vector de la invencién.

En una realizacidon mas preferente la composicién farmacéutica comprende el péptido
neuroprotector de la invencién, y de forma mas preferentemente comprende los
péptidos con secuencia SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 6.

Otra realizacion es el uso del péptido neuroprotector de la invencion en la fabricacion

de una composicion farmacéutica o medicamento.

En otra realizacidn mas preferente la composicién farmacéutica comprende el vector
de la invencidén, de tal modo que el péptido de la invencidn pueda expresarse
directamente en los tejidos y/o células diana deseados. En una realizaciéon aun mas
preferente el vector de la invencién es un vector lentiviral, un vector adenoviral y/o un

vector de virus adenoasociados.

Otra realizacion es el uso del vector de la invencién en la fabricaciébn de una

composicion farmacéutica o medicamento.
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La presente invencion también hace referencia al péptido neuroprotector de la
invencién, asi como el polinucleétido que lo codifica y el vector que lo expresa, para su
uso en medicina. Asi mismo, la presente invencion también hace referencia al uso del
péptido neuroprotector objeto de la invencién, asi como al polinucledtido de la
invencién, el vector de la invencion y/o la célula hospedadora de la invencion para la

preparacion o fabricacion de una composicion farmacéutica o medicamento.

En la presente invencion, el término: “medicamento o composiciéon farmacéutica”, tal y
como se usa hace referencia a cualquier sustancia usada para prevencion, alivio,
tratamiento y/o curacion de enfermedades en el hombre y/o los animales. En el
contexto de la presente invencién se refiere a una composiciéon farmacéutica o un
medicamento caracterizado por comprender el péptido de la invencién o los
polinucleédtidos y vectores que permiten su expresion en el organismo a tratar, de

forma que el péptido neuroprotector ejerza su funcién en el tejido/célula diana.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica o medicamento de la
invencion ademas comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
En una realizacién mas preferida, la composicion farmacéutica 0 medicamento de la
invenciéon ademas comprende un adyuvante. En una realizacién aun mas preferida, la
composicién farmacéutica o0 medicamento de la invencién ademas comprende otro

principio activo (principio activo adicional).

En el sentido utilizado en esta descripcién, la expresion “cantidad terapéuticamente
efectiva” se refiere a la cantidad del agente o compuesto capaz de aumentar la
supervivencia neuronal en situaciones de excitotoxicidad, calculada para producir el
efecto deseado y, en general, vendra determinada, para el caso de una composicion
terapéutica, por las caracteristicas propias de los compuestos, la ruta, forma y
frecuencia de administraciéon de los mismos, y otros factores, incluyendo la edad,

estado del paciente, asi como la severidad de la alteracion o trastorno.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcién de
los elementos de la composicidn de la invencién, estabiliza dichos elementos y activa
0 ayuda a la preparacion de la composicion en el sentido de darle consistencia o
aportar sabores que la hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener

la funcion de mantener los ingredientes unidos, como por ejemplo es el caso de
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almidones, azlcares o celulosas, la funcién de endulzar, la funcién como colorante, la
funcion de proteccion de la composicion, como por ejemplo, para aislarla del aire y/o la
humedad, la funcion de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma de
presentacion, como por ejemplo, es el caso del fosfato de calcio dibasico, la funcién
desintegradora para facilitar la disolucién de los componentes y su absorcion en el

intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo.

El término “vehiculo”, al igual que el excipiente, hace referencia a una sustancia que
se emplea en la composicidén farmacéutica o medicamento para diluir cualquiera de los
componentes de la presente invencion comprendidos en ella hasta un volumen o peso
determinado. El “vehiculo farmacoloégicamente aceptable” es una sustancia inerte o de
accién analoga a cualquiera de los elementos de la presente invencién. La funcion del
vehiculo es facilitar la incorporacidon de otros elementos, permitir una mejor
dosificacién y administracion o dar consistencia y forma a la composiciéon. Cuando la
forma de presentaciéon es liquida, el vehiculo farmacoldégicamente aceptable es el

diluyente.

En esta memoria, el término “adyuvante” se refiere a un agente que aumenta el efecto
neuroprotector del péptido de la invencion cuando es suministrado de forma conjunta a

éste o bien formando parte de un mismo protocolo de tratamiento.

En otra realizacion particular, dicha composicién farmacéutica se prepara en forma de
una forma sélida o suspensién acuosa, en un diluyente farmacéuticamente aceptable.
La composicidn terapéutica proporcionada por esta invencién puede ser administrada
por cualquier via de administracién apropiada, para lo cual dicha composicién se
formulara en la forma farmacéutica adecuada a la via de administracién elegida. En
una realizacién particular, la administracion de la composicién terapéutica
proporcionada por esta invencidén se efectua por via parenteral, por via oral, por via
intraperitoneal, subcutanea, etc. Una revision de las distintas formas farmacéuticas de
administracion de medicamentos y de los excipientes necesarios para la obtencion de
las mismas puede encontrarse, por ejemplo, en el “Tratado de Farmacia Galénica”, C.
Fauli i Trillo, 1993, Luzan 5, S.A. Ediciones, Madrid.
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Otra realizaicén de la presente invencidn es el uso de la composicion farmacéutica o
medicamento de la invencién para la prevencion y/o tratamiento de la muerte celular

inducida por excitotoxicidad.

La “muerte celular inducida por excitotoxicidad” o “excitotoxicidad”, como se ha
descrito anteriormente en esta invencidn, es un proceso patologico por el cual las
neuronas son danadas y destruidas por las sobreactivaciones de receptores del
neurotransmisor excitatorio glutamato, como el receptor NMDA (en inglés, N-methyl-D-
aspartate receptor) y los receptores AMPA (en inglés, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor) y kainato. Las excitotoxinas como el NMDA y el acido
kainico que se unen a estos receptores, asi como altos niveles patolégicos de
glutamato, pueden provocar la excitotoxicidad al permitir que niveles elevados de
iones de calcio entren en la célula. La entrada de Ca* en las células activa una serie
de enzimas, incluyendo las fosfolipasas, las endonucleasas, y proteasas tales como la
calpaina. Estas enzimas continuan danando estructuras celulares como las que

componen el citoesqueleto, la membrana y el ADN.

Una realizacién preferente de la presente invencion, hace referencia al uso de la
composicién farmacéutica 0 medicamento de la invencidén para la prevencién y/o
tratamiento del dafilo neuronal causado por una patologia del SNC asociada a
excitotoxicidad, como pueden ser accidentes cerebro-vasculares (ACVs, como el ictus
isquémico o el ictus hemorragico), lesiones cerebrales traumaticas (incluidas las
lesiones por neurocirugia), hipoxia, hipoglucemia, epilepsia, tumores del SNC y su
tratamiento oncolégico, patologias cronicas del sistema nervioso central asociadas con
un proceso de excitotoxicidad (enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer,
Parkinson, Huntington y esclerosis lateral amiotréfica o ELA), etc. La excitotoxicidad
también es critica en patologias oculares como el glaucoma, la retinopatia diabética,
neuropatia optica isquémica y traumatismos del nervio éptico. Preferentemente, el uso

de la composicion farmacéutica es para prevenir o tratar un ACV.

La expresién: “accidentes cerebro-vasculares” o “ACVs”, tal y como se emplea en la
presente invencién, hace referencia a un suceso que provoca que el flujo de sangre a
una parte del cerebro se detenga o limite causando muerte celular. Los ACVs se
clasifican en funcién del mecanismo de bloqueo del flujo sanguineo, asi se habla de

ictus isquémico cuando el vaso sanguineo se encuentra bloqueado por la formacién de
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un trombo (accidente cerebrovascular trombédtico) o bien el trombo procede de otra
parte del cuerpo (embolia cerebral o accidente cerebrovascular embdélico). Por otro
lado, se habla de ictus hemorragico cuando la interrupcion del flujo sanguineo es por
una hemorragia, provocada por la rotura de un vaso sanguineo por traumatismo o por
defectos congénitos; los defectos congénitos causantes de un ictus hemorragico
pueden ser, entre otros, el aneurisma (un area débil en la pared de un vaso sanguineo
que provoca que éste protruya o se abombe) y la malformacion arteriovenosa o MAV
(una conexién anormal entre las arterias y las venas en el cerebro). Preferentemente,
las ACVs se seleccionan de entre las siguientes: ictus o infarto cerebral, ataque
isquémico transitorio, hemorragias intracerebrales, incluyendo la subaracnoidea y la

demencia vascular.

La expresidn “lesiones cerebrales traumaticas”, tal y como se emplea en la presente
invencién, hace referencia a un dano provocado al cerebro provocado por un golpe o
una violenta sacudida a la cabeza. Las lesiones se clasifican en lesiones penetrantes y
lesiones cerradas de cabeza. Las lesiones penetrantes se producen por la introduccion
de un objeto ajeno en el cerebro (como por ejemplo, una bala o el bisturi de un
neurocijano) que causa danos a regiones especificas del mismo a lo largo de la
trayectoria de penetracién del objeto. Las lesiones cerradas de cabeza incluyen
aquellas derivadas de golpes en la cabeza, como por ejemplo, un accidente de coche

0 una caida.

La expresién “hipoxia”, tal y como se emplea en la presente invencién, hace referencia
a aquella situacion en la que el organismo o una parte del mismo, como puede ser el
SNC, no recibe un aporte suficiente de oxigeno. Puede producirse como consecuencia
de diversas circunstancias como la isquemia; la hipoxia hipoxémica que puede ser
causada por la alcalosis respiratoria, por el corto-circuito (“shunting”) de la circulacion
sanguinea fisiologico o patoldgico, y/o por problemas de ventilacién pulmonar debidos
a lesiones pulmonares, alteracion de la relacidén ventilacién perfusiéon (V/Q ratio) y/o
circunstancias fisicas como la exposicion a grandes altitudes (alpinismo) o
profundidades (buceo); la alteracibn de la tasa de disociacion del O, de la
hemoglobina; la anemia; el envenenamiento por monoéxido de carbono; el
envenenamiento por cianuro; y/o la ingesta de algunos compuestos quimicos (como el

nitrito sddico) o farmacos.
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La expresidén “hipoglucemia”, tal y como se emplea en la presente invencion, hace
referencia a una concentracion de glucosa en la sangre anormalmente baja, asociada
generalmente a alteraciones y/o pérdida del conocimiento. ElI normal funcionamiento
del SNC y las neuronas es dependiente de un aporte continuo de glucosa; si la
cantidad de glucosa en sangre cae el SNC es uno de los primeros érganos afectados.
El conjunto de los efectos sobre el cerebro y el SNC son conocidos como
neuroglicopenia e incluyen: la reduccion de la eficiencia mental (valores por debajo de
65mg/dl de la concentracion de glucosa en sangre), deterioro en las capacidades
motoras y de razonamiento (valores por debajo de 40mg/dl), convulsiones, e incluso
coma (valores por debajo de 10mg/dl). La hipoglucemia severa o prolongada puede
producir dafos permanentes en el SNC, lo que incluye la alteracion de la funcidén
cognitiva, del control motor, e incluso de la consciencia. Las causas de la hipoglucemia
pueden ser multiples, y se incluyen, entre otras: el ayuno prolongado voluntario o
secundario a una enfermedad (como la diarrea), la hiperinsulinemia (debida a un fallo
en la administracion de insulina de por ejemplo un individuo con diabetes,
hiperinsulinemia congénita, tumores pancreaticos secretores de insulina, hipoglucemia
reactiva, sindrome idiopatico postprandial), la sepsis, la enfermedad de Addison, el
hipopituitarismo  congénito, las enfermedades metabdlicas (enfermedad de
almacenamiento de glucdégeno, enfermedades de oxidacién de los acidos grasos, etc),
la ingestidén de ciertos productos quimicos (alcohol, propanolol, sulfonilureas, algunos

medicamentos), la insuficiencia adrenal adquirida, etc.

La expresiéon “epilepsia®’, tal y como se emplea en la presente invencién, hace
referencia a un trastorno provocado por un desequilibrio en la actividad eléctrica de las
neuronas de alguna zona del cerebro. Se caracteriza por uno o varios trastornos
neurolégicos que dejan una predisposicién en el cerebro a padecer convulsiones
recurrentes, que suelen dar lugar a consecuencias neurobiologicas, cognitivas y
psicolégicas. El papel de la muerte inducida por excitotoxicidad en la epilepsia esta
asociado con la activacion persistente de la ruta del glutamato, los receptores NMDA y

de kainato en las diferentes crisis epilépticas.

La expresiéon “tumores del sistema nervioso central”, tal y como se emplea en la
presente invencién, hace referencia a una masa de células transformadas, con
crecimiento y multiplicaciéon anormales localizada en el encéfalo y/o médula espinal.

Su origen puede estar en las células cerebrales, en las membranas alrededor del
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cerebro (meninges), o en los nervios o glandulas de la cabeza. El tratamiento de los
tumores mediante los tratamientos habituales (tratamiento oncoldgico) suele conllevar
la muerte celular de los tejidos circundantes sanos, tanto si se trata del uso de

quimioterapéuticos como radiacion (efecto by-stander).

La expresion “patologias crénicas del sistema nervioso central”, tal y como se emplea
en la presente invencién hace referencia a un conjunto de enfermedades que afectan
principalmente al encéfalo y/o médula espinal en su patologia y cuyo desarrollo en el
tiempo es prolongado. Entre estas enfermedades se encuentran las enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson, el Huntington o la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA). En todas ellas se ha visto la implicacion del mecanismo de
supervivencia celular basado en la ruta de sefalizacidn BDNF/TrkB, en la que el
péptido neuroprotector de la invencion interfiere aumentando el tiempo de respuesta

pro-supervivencia de la misma.

La expresion “glaucoma”, tal y como se emplea en la presente invencién, hace
referencia a una patologia ocular que se caracteriza por el aumento patolégico de la
presién intraocular, por falta de drenaje del humor acuoso, y que deriva finalmente en
una neuropatia oOptica que se caracteriza por la pérdida progresiva de las fibras

nerviosas del nervio éptico y cambios en su aspecto.

La expresion ‘retinopatia diabética”, tal y como se emplea en la presente invencion,
hace referencia a una complicacion ocular de la diabetes que esta causada por el
deterioro de los vasos sanguineos que irrigan la retina; el dafo en los vasos
sanguineos puede acompanarse de proliferacion de tejido fibroso en la retina, lo que
conlleva un deterioro de la visién.

La expresion “neuropatia optica isquémica”®, tal y como se emplea en la presente
invencion, hace referencia a una pérdida repentina de la visién central, la vision lateral
0 ambas debido a una disminucién o interrupcion del flujo sanguineo hacia el nervio

optico.

Otra realizacion preferente de la presente invencién, hace referencia al uso de la
composicién farmacéutica 0 medicamento de la invencidén para la prevencién y/o
tratamiento del dafio neuronal causado por un ACV. En una realizacion aun mas

preferente el ACV es un ictus isquémico.
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Otra realizacion preferente de la presente invencién, hace referencia al uso de la
composicién farmacéutica 0 medicamento de la invencidén para la prevencién y/o

tratamiento del dafo neuronal causado por una lesion cerebral traumatica.

Otra realizacion preferente de la presente invencién, hace referencia al uso de la
composiciéon farmacéutica o medicamento de la invencion, caracterizado por que se
emplea s6lo 0 en combinacidn con otros medicamentos para prevenir y/o tratar el dafo
causado en el SNC por exocitotoxicidad, y mas preferentemente, para prevenir y/o
tratar el ictus isquémico. Por ejemplo, y de manera no limitante puede hallarse en
combinaciéon con: medicamentos anticoagulantes (como heparina, warfarina, acido
acetilsalicilico, clopidogrel, acenocumarol, dabigatran, rivaroxaban, apixaban,
fondaparinux, etc.), medicamentos antihipertensivos (como captopril, enalapril,
lisinopril, ramipril, valsartan, telmisartan, losartan, irbesartan, olmesartan,
acetazolamida, vorzolamida, cetoconazol, amilorida, triamtereno, espironolactona,
canrenoato, eplerenona, manitol, alprenolol, bucindolol, carteolol, carvedilol, labetalol,
nadolol, penbutolol, pindolol, propranolol, timolol, sotalol, acebutolol, atenolol,
betaxolol, bisoprolol, celiprolol, esmolol, metoprolol, nebivolol, butaxaminam,
dihidropiridinas (bepridilo, mibefradilo, amlodipino, felodipino, nicardipino) y no
dihidropiridinas, etc.), medicamentos tromboliticos (como el activador del
plasminégeno tisular (tPA), lanoteplasa, reteplasa, estafilocinasa, estreptocinasa (SK),
tenecteplasa, urocinasa, etc), también se incluyen aqui otros péptidos conocidos con

propiedades neuroprotectoras, como Tat-NR2B9c o NA-1.

En una realizacidn preferente, la composicién farmacéutica o medicamento de la
invencién se usa en medicina. Preferentemente, se usa en la prevencidn y/o
tratamiento del dafo neuronal. Aun mas preferentemente, dicho dafo neuronal es
causado por una patologia del SNC asociada a excitotoxicidad. Y mas
preferentemente aun, la excitotoxicidad estd causada por un ACV, y mas

preferentemente aun por un ictus isquémico.

Otra realizacion de la presente invencién hace referencia a un método para la
prevencion y/o el tratamiento del dafio neuronal caracterizado por comprender la
administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de la composicion

farmacéutica de la invencién. Aun mas preferentemente, dicho dafno neuronal es
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causado por una patologia del SNC asociada a excitotoxicidad. Preferentemente,

dicho dafio neuronal es causado por un ACV.

La presente invencidn también hace referencia a un método para la prevencién y/o el
tratamiento de ACVs y enfermedades del SNC asociadas a excitotoxicidad,
caracterizado por comprender la administracion al paciente de una cantidad

terapéuticamente efectiva de la composicién farmacéutica de la invencion.

La presente invencidn también hace referencia a un método para la prevencién y/o el
tratamiento de un ACV, preferentemente la isquemia cerebral, y/o una lesién
traumatica cerebral o medular, caracterizado por comprender la administracion al
paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de la composicion farmacéutica de

la invencion.

El término “prevencion”, tal como se entiende en la presente invencién, consiste en
evitar o reducir la aparicion de dafos neuronales causados por la excitotoxicidad. El
término “tratamiento” supone combatir los dafnos neuronales causados por la
excitotoxicidad, para estabilizar el estado de los individuos o prevenir danos

posteriores.

Otra realizacidén de la presente invencion hace referencia a un método para prevenir
y/o tratar el dafio isquémico caracterizado por comprender la administracion de una
cantidad terapéuticamente efectiva de la composicién farmacéutica de la invencion
empleada sola o combinada con otros medicamentos para prevenir y/o tratar el dafio
provocado por excitotoxicidad, preferentemente un ACV y mas preferentemente aun
un ictus isquémico; por ejemplo, y de manera no limitante, puede hallarse en
combinaciéon con: medicamentos anticoagulantes (como heparina, warfarina, acido
acetilsalicilico, clopidogrel, acenocumarol, dabigatran, rivaroxaban, apixaban,
fondaparinux, etc), medicamentos antihipertensivos (como captopril, enalapril,
lisinopril, ramipril, valsartan, telmisartan, losartan, irbesartan, olmesartan,
acetazolamida, vorzolamida, cetoconazol, amilorida, triamtereno, espironolactona,
canrenoato, eplerenona, manitol, alprenolol, bucindolol, carteolol, carvedilol, labetalol,
nadolol, penbutolol, pindolol, propranolol, timolol, sotalol, acebutolol, atenolol,
betaxolol, bisoprolol, celiprolol, esmolol, metoprolol, nebivolol, butaxaminam,

dihidropiridinas (bepridilo, mibefradilo, amlodipino, felodipino, nicardipino) y no
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dihidropiridinas, etc), medicamentos tromboliticos (como el activador del plasmindgeno
tisular (tPA), lanoteplasa, reteplasa, estafilocinasa, estreptocinasa (SK), tenecteplasa,
urocinasa, etc), también se incluyen aqui otros péptidos con propiedades

neuroprotectoras conocidas como son Tat-NR2B9c o NA-1.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones, la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la
invencién. Las siguientes figuras y ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

Descripcién de las figuras

Fig. 1. Péptidos Tat disefiados. A. Secuencia parcial de la proteina TrkB-FL de rata
(aminoacidos 401-821) indicando la posicidén de los residuos incluidos en los distintos
péptidos Tat disefiados (cajas grises), asi como su regidon transmembrana
(aminoacidos 430-453, italica) y el dominio tirosina quinasa (aminoacidos 537-806,
negrita). Esta secuencia tiene una identidad del 97,6% respecto a la secuencia
humana correspondiente (aminoacidos 402-822) y del 100% para los residuos
incluidos en los péptidos Tat. B. Secuencia de los péptidos Tat disefiados. Los 11
aminoacidos correspondientes a la proteina Tat de HIV ocupan posiciones N-
terminales y son comunes a todos los péptidos (italica). Las secuencias
correspondientes a TrkB-FL ocupan posiciones C-terminales, indicandose en cada
caso las posiciones del primer y ultimo aminoacido contenido de acuerdo a la
numeracién de la proteina de rata. En el caso de los péptidos TFL,s7 (con SEQ ID NO
6, correspondiente a la union del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el
fragmento TrkB-FL 458-472 humano, SEQ ID NO 1) y TFLss (con SEQ ID NO 8,
correspondiente a la unién del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento
TrkB-FL 542-556 humano, SEQ ID NO 3) la arginina C-terminal de la secuencia Tat es
también el primer aminoacido de la secuencia de 15 aminoacidos de TrkB-FL
contenida en los mismos. Los péptidos TFL4s, (con SEQ ID NO 7, correspondiente a la
union del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento TrkB-FL 483-496
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humano, SEQ ID NO 2) y TFLesse (con SEQ ID NO 9, correspondiente a la unién del
CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento TrkB-FL 640-653 humano,
SEQ ID NO 4) como los anteriores de 25 aminoacidos, solo contienen 14 aminoacidos
de TrkB-FL. Se muestran en negrita los aminoacidos de TFL4s7; también presentes en
la isoforma TrkB-T1. En el péptido control TMyc (con SEQ ID NO 10, correspondiente
a la union del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento c-Myc 408-421
humano, SEQ ID NO 5), las secuencias Tat estan unidas a los aminoacidos 408-421

del factor de transcripcién c-Myc.

Fig. 2. Permeabilidad del péptido TMyc en neuronas. Cultivos primarios de
neuronas corticales embrionarias de rata de 13 DIVs fueron incubados durante 1 h con
el péptido TMyc (15 uM) marcado con FITC (isotiocianato de fluoresceina) (C y D) y
comparados con cultivos control que no recibieron el péptido (A y B). Las células
fueron fijadas, permeabilizadas y analizadas mediante inmunofluorescencia con
anticuerpos para la proteina neuronal NeuN. Las imagenes que se muestran son
secciones individuales de 0,5-1 uym de grosor de microscopia confocal. Barra de

escala: 10 uM.

Fig. 3. Especificidad de la interferencia mediada por el péptido TFL,s; sobre el
procesamiento de TrkB-FL inducido en condiciones de excitotoxicidad. A.
Cultivos primarios de neuronas corticales de rata de 13 DIVs fueron preincubados
durante 30 min con los péptidos TMyc o los distintos péptidos TFL (25 uM) y tratados a
continuacion con NMDA (100 uM) y glicina (10 uM) durante 2 h segun se indica.
Cultivos en los que el pretratamiento con los péptidos Tat fue omitido fueron utilizados
como control. Se analizaron mediante immunoblot los niveles de TrkB-FL (Mr 145 kDa)
con el anticuerpo TrkB-ECD, que reconoce una regién extracelular comun a todas las
isoformas de TrkB incluyendo las formas truncadas (trkB; Mr 95 kDa). Como control también
analizamos la enolasa especifica neuronal (NSE), una proteina neuronal que no es
procesada por calpaina. B. Cuantificacion de la interferencia por TFLss; del
procesamiento de TrkB-FL por calpaina inducido en condiciones de excitotoxicidad.
Los niveles de TrkB-FL se determinaron mediante analisis densitométrico de las
bandas presentes en los immunoblots y se normalizaron respecto a los de la proteina
NSE. Los resultados aparecen representados como porcentaje del valor obtenido en
neuronas no preincubadas con péptido ni tratadas con NMDA, al que se le asigno

arbitrariamente el 100%. Se representan los valores medios + s.em. de 4
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experimentos independientes y los calculos estadisticos se realizaron mediante la
prueba de ANOVA seguida de un test post-hoc HSD de Tukey, comparando los
niveles obtenidos en cultivos preincubados con los distintos péptidos respecto a los
correspondientes no preincubados, tratados o no con NMDA. Solo se encontraron
diferencias significativas para TFLss; (*p<0,05) pero no para el resto de cultivos
tratados con NMDA y preincubados con TMyc, TFLys, TFLs41 0 TFLg3e 0 para los no

sometidos a excitotoxicidad.

Fig. 4. Efecto neuroprotector de la preincubacién con el péptido TFL,s; sobre la
muerte neuronal inducida en condiciones de tratamiento crénico con NMDA.
Cultivos primarios neuronales de 13 DIVs fueron preincubados durante 30 min con los
péptidos TMyc y: TFLys7 (A), TFL4s2 (B), TFLs41 (C) 0 TFLgse (D), (todos a concentracion:
25 uM) y tratados con NMDA como anteriormente durante 0, 2, 4 6 6 h. La viabilidad
neuronal se establecié por el ensayo de reduccién de la sal de tetrazolio MTT vy los
resultados se presentan como valores relativos respecto a los obtenidos en los cultivos
control no tratados con NMDA, a los que arbitrariamente se asigné un valor del 100%.
Para establecer la contribucién de las células gliales presentes en los cultivos mixtos a
la viabilidad celular total, cultivos hermanos fueron tratados en paralelo con NMDA 400
MM vy glicina 10 uM durante 24 h, condiciones que inducen la muerte neuronal en su
totalidad sin afectar a la viabilidad de las células gliales. La viabilidad neuronal se
calculé sustrayendo este valor de absorbancia de los obtenidos para cada una de las
condiciones estudiadas. Se muestran valores medios + s.e.m. (n=11, TMyc y TFLys7.
N=7, TFLss1 y Flese: N=3, TFL4s,). Los célculos estadisticos se realizaron mediante la
prueba de Kruskal-Wallis seguido de un test de U-Mann Whitney, comparando para
cada uno de los tiempos de tratamiento con NMDA la viabilidad neuronal de los
cultivos preincubados con TMyc o los diferentes TFLs (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001).

Fig. 5. Dependencia de la dosis de péptido TFL,s; para los efectos ejercidos
sobre el procesamiento de TrkB-FL y la muerte neuronal inducida por
excitotoxicidad. Neuronas corticales de rata fueron preincubadas como anteriormente
con los péptidos TMyc o TFLys7 (5, 15 6 25 pM) y tratadas a continuacién con NMDA
(100 pM) y glicina (10 uM) durante 2 (A) 6 4 h (B). A. Analisis mediante immunobiot de
los niveles de TrkB-FL con el anticuerpo TrkB-ECD, de la forma activa del factor de
transcripcidn pro-supervivencia CREB mediante un fosfo-anticuerpo especifico para su

Ser 133 (pCREB) y NSE. Se muestra un cultivo no tratado con péptido ni NMDA como
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control. B. Cuantificacion mediante el ensayo de MTT de la viabilidad neuronal en
cultivos preincubados con distintas concentraciones de péptido y tratados con NMDA.
Los resultados se presentan como valores relativos respecto a los obtenidos en
cultivos control pretratados con una concentracion igual del mismo péptido pero no
tratados con NMDA, a los que arbitrariamente se asign6 un valor del 100%. En todos
los casos, se muestran valores medios + s.e.m. (n=6). Los calculos estadisticos se
realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de un test de U de Mann
Whitney, comparando para cada una de las concentraciones de péptido la viabilidad
neuronal de los cultivos tratados con NMDA y preincubados con TMyc o TFLysy
(*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001).

Fig. 6. Cinética de la interferencia mediada por el péptido TFL,s; del
procesamiento de TrkB-FL inducido en condiciones de excitotoxicidad. A.
Cultivos primarios neuronales fueron preincubados como anteriormente durante 30
min con los péptidos TMyc o TFL4s7 (25 uM) y tratados a continuacién con NMDA (100
HMM) y glicina (10 uM) durante 0, 2, 4 6 6 h. Los extractos proteicos se analizaron por
immunoblot con el anticuerpo TrkB-ECD, o anticuerpos especificos para la isoforma
TrkB-T1, pCREB, espectrina y NSE. Cuantificacion de la interferencia por TFL4s7 del
procesamiento por calpaina de TrkB-FL (B) y de la inactivacion de CREB (C) inducidos
en condiciones de excitotoxicidad. Los niveles de TrkB-FL y pCREB se determinaron
mediante analisis densitométrico de las bandas presentes en los immunoblots y se
normalizaron respecto a los de la proteina NSE. Los resultados aparecen
representados como porcentaje del valor obtenido en neuronas sin tratar con NMDA,
al que asignamos un valor arbitrario del 100%. Se representan los valores medios *
s.e.m. de 5 experimentos independientes y los calculos estadisticos se realizaron
mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguido de un test de U de Mann Whitney,
comparando los niveles obtenidos en cultivos tratados con NMDA y preincubados con
TMyc o TFL4s7 (*p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001).

Fig. 7. Efecto neuroprotector de la transduccién del péptido TFL,s; anadido
posteriormente a la induccién de muerte neuronal mediante tratamiento agudo
con NMDA. Cultivos primarios neuronales de 13 DIVs fueron tratados con NMDA (50
HM) y glicina (10 uM) durante 1 h. A continuacién este medio fue sustituido por medio
condicionado libre de agonistas conteniendo el antagonista del NMDAR DL-AP-5 (200
HM) y los péptidos TFL4s7 0 TMyc (15 uM). La viabilidad neuronal se establecié como
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anteriormente por el ensayo de MTT 20 h después del cambio de medio y los
resultados se presentan como valores relativos respecto a los obtenidos en los cultivos
incubados con TMyc y no tratados con NMDA, a los que arbitrariamente se asigné un
valor del 100%. Se representan valores medios + s.em. de 5 experimentos
independientes. Los calculos estadisticos se realizaron mediante el test de la ¢t de
Student desapareada, comparando la viabilidad de los cultivos tratados con NMDA e
incubados con TMyc o TFL4s7 (*p<0,05).

Fig. 8. Comparaciéon del efecto neuroprotector del péptido TFL,; y de los
inhibidores de calpaina. Cultivos de neuronas corticales de rata fueron preincubados
con los inhibidores de calpaina, calpeptina (Calp) e inhibidor Il (Cilll; ambos a 10 pM)
segun se indica y, 30 min después con los péptidos TMyc 0 TFL4s7 (25 pM). Pasados
30 min adicionales, los cultivos se trataron con NMDA como anteriormente durante 4
h. La viabilidad neuronal se establecié por el ensayo de MTT y los resultados se
presentan como valores relativos respecto a los obtenidos en los cultivos control
preincubados con TMyc y tratados de igual manera pero no con NMDA, a los que
arbitrariamente se asigné un valor del 100%. Se muestran valores medios + s.e.m.
(n=10). Los calculos estadisticos se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis
seguido de un test de U de Mann Whitney, comparando la viabilidad neuronal de los
cultivos preincubados con TMyc y tratados con NMDA, preincubados o no con
inhibidores de calpaina (*p<0,05), o la de aquellos preincubados con TMyc o TFLys;

para cada una de las condiciones (**p<0,01, ***p<0,001).

Ejemplos:

Ejemplo 1. Diserio de un péptido inhibidor del procesamiento del receptor TrkB-
FL

En primer lugar se realizé un analisis bioquimico detallado de los fragmentos N-
terminales de TrkB-FL generados por calpaina en cultivos primarios de neuronas
corticales de rata sometidos a excitotoxicidad, tanto para el receptor endégeno como
para la proteina HA-TrkB-FL recombinante expresada mediante vectores lentivirales
neuro-especificos (Vidaurre et al., 2012). Estos experimentos permitieron establecer
gue una secuencia mayoritaria de procesamiento en TrkB-FL debia de encontrarse en

los 100 aminoacidos intracelulares mas proximos a su regién transmembrana
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(aminoacidos 430-453 de la secuencia de rata; Fig. 1A), solapando con el inicio del
dominio tirosina-quinasa. La localizacidon precisa de los sitios putativos de
procesamiento por calpaina en sus sustratos es un proceso complejo ya que no se ha
establecido una secuencia consenso de reconocimiento para esta proteasa, que
parece reconocer elementos estructurales de orden superior y tiene tendencia a
procesar zonas de separacion entre distintos dominios funcionales de sus sustratos
(Tompa et al., 2004). Por ello, a continuaciéon se analizo in silico la regién de TrkB-FL
mencionada anteriormente utilizando diferentes bases de datos en red
(www.calpain.org, www.dmbr.ugent.be) y la aplicacién GPS-CDD
(http://gps.biocuckoo.org/), herramientas que permiten realizar predicciones teoricas
sobre posibles sitios de procesamiento por calpaina en sus sustratos. Varios de los
resultados predictivos de mayor valor estadistico se concentraban en torno a los
aminoacidos 463, 489-494, 541-546 y 549-554 de TrkB-FL, lo que sugeria que en
estas secuencias podria encontrarse una diana mayoritaria de procesamiento por
calpaina. Por ofra parte, el andlisis de los fragmentos C-terminales de TrkB-FL
generados por calpaina mediante digestiones in vitro de formas recombinantes de
proteinas expresadas en sistemas heterdlogos sugeria la posible existencia de un
segundo sitio de procesamiento en su region tirosina quinasa. El analisis in silico de
estas secuencias mediante los algoritmos anteriores sefald los aminoacidos en torno
al 638 y 645-650 de TrkB-FL como posibles dianas adicionales de procesamiento por

calpaina.

Con objeto de explorar estas hipétesis, se procedié a disefiar una serie de péptidos
que, al contener las secuencias de TrkB-FL previamente establecidas (Fig. 1A),
podrian interferir de manera especifica el procesamiento de esta proteina por calpaina.
Como método para facilitar el paso de los péptidos interferentes a través de BHE y la
membrana plasmatica, se eligioé utilizar la transduccién peptidica por varios motivos
(Dietz and Bahr, 2004). En primer lugar, esta metodologia aprovecha el hecho de que
las propiedades de permeabilidad de determinadas proteinas, como la proteina
transactivadora Tat del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV), estan mediadas
por secuencias cortas generalmente de naturaleza basica, como son los aminoacidos
47-57 (YGRKKRRQRRR, SEQ ID NO 17) en el caso de Tat. Ademas, como se
menciond, recientemente estas secuencias han sido utilizadas con éxito como
vehiculo para introducir en neuronas diversas secuencias, incluido el extremo C-

terminal de la subunidad GIuN2B del NMDAR. Estas secuencias fueron capaces de
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interferir la interaccion de GIuN2B con la proteina de andamiaje de la densidad
postsinaptica PSD-95 (péptido Tat-NR2B9c o NA-1) (Aarts et al., 2002); (Cook et al.,
2012a, b).

Los péptidos Tat disefiados, por tanto, contienen los amindacidos 457-471 (TFL4s7 de
SEQ ID NO 6, correspondiente a la unién del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17,
y el fragmento TrkB-FL 458-472 humano, SEQ ID NO 1), 482-495 (TFL4s, de SEQ ID
NO 7, correspondiente a la unién del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el
fragmento TrkB-FL 483-496 humano, SEQ ID NO 2), 541-555 (TFLs4s de SEQ ID NO 8,
correspondiente a la unién del CPP TATt47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento
TrkB-FL 542-556 humano, SEQ ID NO 3) y 639-652 (TFLee de SEQ ID NO 9,
correspondiente a la unién del CPP TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento
TrkB-FL 640-653 humano, SEQ ID NO 4) de la secuencia TrkB-FL de rata fusionados
con la secuencia Tat mencionada anteriormente (Fig. 1B). En el caso del péptido
TFLys7, los 9 primeros aminoacidos de la secuencia de TrkB-FL estan también
presentes en la isoforma truncada del receptor TrkB-T1 mientras que los 5 residuos C-
terminales son exclusivos de la isoforma completa. Un péptido de igual tamaro que los
anteriores conteniendo la secuencia Tat unida a los aminoacidos 408-421 del factor de
transcripcién c-Myc (TMyc con SEQ ID NO 10, correspondiente a la unién del CPP
TAT47-57 del HIV, SEQ ID NO 17, y el fragmento ¢c-Myc 408-421 humano, SEQ ID NO

5) fue sintetizado y utilizado como control negativo en los experimentos realizados.

Todas las secuencias de TrkB-FL utilizadas en los péptidos anteriores estan
completamente conservadas en la secuencia de la proteina humana; por tanto, los
efectos neuroprotectores de los péptidos disefiados en los modelos murinos de

excitotoxicidad serian extrapolables para células humanas.

Ejemplo 2. El péptido TMycFITC es capaz de atravesar la membrana plasmatica

neuronal.

Seguidamente se confirmé la permeabilidad a la membrana plasmatica neuronal de
aquellos péptidos que contienen las secuencias de transduccién de la proteina Tat
(Dietz and Bahr, 2004). Para ello, cultivos primarios de neuronas corticales maduras
de rata de 13 dias in vitro (DIVs) fueron incubadas durante 1 h con TMyc (15 uM)

marcado con FITC (Fig. 2, paneles C y D) y comparados con cultivos control sin tratar
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(Fig. 2, paneles A y B). Dado que estos cultivos consisten en una poblaciéon mixta de
neuronas y células gliales, empleamos inmunoflurescencia con un anticuerpo
especifico neuronal (NeuN) para identificar esta subpoblacién celular. Las células,
crecidas sobre cubreobjetos, se fijaron en una solucion de paraformaldehido 4%
preparada en 0,1M PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Tras bloquear
durante 30 min con una solucion de BSA al 1% con Tritdbn X-100 0,1% en PBS, las
células se incubaron durante 2 h con anticuerpo anti-NeuN diluido en solucién de
bloqueo. La inmunoreactividad fue detectada con anticuerpos secundarios conjugados
con fluordforos, incubados durante 1 h a temperatura ambiente. Los cubreobjetos se
montaron con medio Prolong (Invitrogen, Carlsbad, CA, EEUU) sobre los portaobjetos.
Mediante microscopia confocal se observé que, en estas condiciones, el péptido
TMycFITC era capaz de atravesar la membrana de las neuronas presentes en estos

cultivos primarios.

Ejemplo 3. Los efectos del péptido TFL,s; sobre el procesamiento de TrkB-FL y la
muerte neuronal en condiciones de excitotoxicidad son especificos, dependen

de la dosis de péptido utilizada y siguen cinéticas paralelas.

A continuacién se analizd el efecto de los distintos péptidos TFL generados sobre el
procesamiento de TrkB-FL inducido por sobreactivacion del NMDAR (Fig 3). Cultivos
primarios de 13 DIVs fueron incubados con los péptidos TMyc, TFL4s7, TFL4s2, TFLs41 0
TFLesg (25 pM) durante 30 min previamente a su tratamiento durante 2 h con los
agonistas del NMDAR, NMDA (100 pM) y glicina (10 pM). Utilizamos como control
cultivos en los que el pretratamiento con los péptidos fue omitido. Mediante
immunoblot fueron estudiados los niveles de TrkB-FL (Mr 145 kDa) (Fig 3A) utilizando
el anticuerpo TrkB-ECD, que reconoce una region extracelular comun a todas las isoformas
de TrkB incluyendo las formas truncadas (trkB; Mr 95 kDa). Como control también se analizo la
enolasa especifica neuronal (NSE), una proteina neuronal que no es procesada por
calpaina. La interferencia del procesamiento de TrkB-FL fue cuantificada para cada
uno de los péptidos, mostrandose los resultados de 4 experimentos independientes
(Fig. 3B). En los cultivos que no recibieron péptido se observd una reduccién notable
de los niveles de TrkB-FL y un aumento de las formas truncadas (tTrkB) que fueron
inducidos por las condiciones de excitotoxicidad, tal como se demostré anteriormente
(Vidaurre et al., 2012). Un resultado similar se obtuvo con el péptido control TMyc y

con los distintos péptidos TFL, con la excepcion de TFL,s7 que redujo de manera muy
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notable el procesamiento de TrkB-FL inducido por el tratamiento con NMDA. Por
ejemplo, en las células preincubadas con TFL4s; y sometidas a excitotoxicidad los
niveles de TrkB-FL sélo sufrieron una reduccion moderada, alcanzando valores del 80
* 7% respecto a los de cultivos iguales sin tratar con NMDA, valor significativamente
superior al obtenido en las células preincubadas con TMyc (36 + 11%, p<0,5). El
tratamiento con los distintos péptidos no tuvo un efecto significativo sobre los niveles
basales de TrkB-FL encontrados en las células no sometidas a condiciones de

excitotoxicidad.

Se investigd seguidamente cual era el efecto de los péptidos TFL generados sobre la
muerte neuronal inducida por el proceso de excitotoxicidad (Fig. 4). Para ello, los
cultivos primarios fueron preincubados con los péptidos TMyc, TFL4s7, TFL4ss, TFLsgs O
TFLgag y tratados de forma crénica con NMDA y glicina como anteriormente durante O,
2, 4 6 6 h. La viabilidad neuronal fue establecida mediante el ensayo de reduccién de
la sal de tetrazolio MTT vy los resultados de 3-11 experimentos independientes fueron
representados como valores relativos respecto a los obtenidos en cultivos control
tratados con el mismo péptido pero no NMDA. Como puede observarse, los cultivos
pretratados con TFL4s; presentaron una viabilidad neuronal significativamente mayor
respecto a aquellos incubados con el péptido control en todos los tiempos evaluados
de tratamiento con NMDA (Fig. 4A). Asi por ejemplo, la viabilidad de los cultivos
incubados 2 h con NMDA en presencia de TMyc fue del 49 1 5% respecto a las células
sin tratar, mientras que estos valores alcanzaron el 80 £ 8% en los cultivos tratados
con TFLys7 (p<0,01). Para el resto de los péptidos TFL no se observaron diferencias
significativas respecto a TMyc (Figs. 4C y D), con la excepcién de TFL,s> que tenia un
efecto neuroprotector muy transitorio (Fig. 4B) que no se correlacionaba con una
mayor estabilidad de TrkB-FL en las neuronas excitotoxicas (Fig. 3). En conjunto, los
datos anteriores demostraban que solo el péptido TFLys; tenia un  efecto
neuroprotector sostenido y significativo sobre la excitotoxicidad inducida por
tratamiento crénico con NMDA, que se correspondia con su capacidad para interferir el

procesamiento de la proteina TrkB-FL.

Con objeto de establecer las condiciones mas adecuadas de tratamiento con el
péptido TFL,s7, los cultivos primarios fueron incubados seguidamente con distintas
concentraciones de TMyc o TFLys7 (5, 15 6 25 uM) durante 30 min previamente a su
tratamiento con los agonistas del NMDAR durante 2 (Fig. 5A) 6 4 (Fig. 5B) h. El
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analisis de los niveles de TrkB-FL en los cultivos preincubados con TMyc mostro
resultados similares a los anteriores a todas las concentraciones de péptido
empleadas. Por el contrario, TFL4s7 fue capaz de interferir el procesamiento de TrkB-FL
inducido por NMDA, de forma modesta a la menor concentracién empleada y muy
notablemente para 15 y 25 pM (Fig. 5A). Un resultado adicional muy importante fue
que la estabilizacion de la isoforma activa de TrkB mediada por el pretratamiento con
TFL4s7 tuvo como consecuencia el mantenimiento en condiciones de excitotoxicidad de
la actividad del factor de transcripcion pro-supervivencia CREB, establecida mediante
analisis con un fosfo-anticuerpo especifico para su Ser 133 (Fig. 5A). Contrariamente,
el tratamiento con NMDA de los cultivos preincubados con el péptido control TMyc
produjo la inactivacion de pCREB, tal como se describié anteriormente (Hardingham et
al., 2002). La activacion de CREB por fosforilacién en este residuo ocurre como
consecuencia de la activacion fisiolégica de receptores TrkB y NMDARS en neuronas y
es un mecanismo importante de supervivencia ya que pCREB induce la expresion,
entre otros, de BDNF (Tao et al.,, 1998) y TrkB (Deogracias et al., 2004). Por el
contrario, en condiciones de excitotoxicidad, la inactivacion de la actividad
transcripcional de pCREB es un factor critico en el proceso de muerte neuronal
(Hardingham et al., 2002). Los efectos de TFL,s; observados sobre el estado de
activacién de CREB son relevantes cara a su utilidad clinica ya que anteriormente se
ha demostrado que el aumento de pCREB es un factor que estimula en el giro dentado
de cerebro adulto la neurogénesis, un mecanismo de reparacién cerebral que se activa

tras el dafo isquémico (Zhu et al., 2004).

Se investigd seguidamente el efecto de TFLy4s7 sobre la muerte neuronal inducida por
el proceso de excitotoxicidad a las distintas concentraciones de péptido utilizadas (Fig.
5B). Los resultados de 6 experimentos independientes de viabilidad neuronal fueron
representados como valores relativos respecto a los obtenidos en cultivos control
tratados con péptido pero sin NMDA. Como puede observarse, los cultivos pretratados
con TFL4s7 presentaron una viabilidad neuronal significativamente mayor respecto a
aquellos incubados con el péptido control a las tres concentraciones de péptido
analizadas, encontrandose las diferencias mas significativas para la concentracién de
25 M. Asi por ejemplo, la viabilidad de los cultivos incubados con NMDA en presencia
de TMyc fue del 17 £ 2% respecto a las células sin tratar, mientras que estos valores
alcanzaron el 50 + 5% en los cultivos tratados con TFLss; (p<0,001). Los datos

anteriores demostraban que el péptido TFL4s; tenia un efecto neuroprotector
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significativo sobre la excitotoxicidad inducida por tratamiento crénico con NMDA,
siendo éste dependiente de la dosis. Este efecto sobre la viabilidad se correspondia
con la capacidad de TFL,s; para interferir el procesamiento de la proteina TrkB-FL y
con el mantenimiento de los niveles de pCREB, forma activa del factor de transcripcion

pro-supervivencia CREB.

Con objeto de ahondar en la correlacion encontrada en los distintos efectos de TFLys7,
analizamos el curso temporal del procesamiento de TrkB-FL y la inactivacion de CREB
inducidos por sobreactivacion del NMDAR (Fig. 6) y los comparamos con los
obtenidos previamente para la viabilidad neuronal (Fig. 4A). Para ello, los cultivos
primarios fueron incubados con TMyc o TFL4s7 (25 pM) durante 30 min previamente a
su tratamiento con NMDA durante 0, 2, 4 6 6 h. El analisis de los niveles de TrkB
mostro, en ambos casos, la reduccién de TrkB-FL y el aumento progresivo de las
formas truncadas tTrkB desde tiempos tempranos de tratamiento con NMDA (Fig. 6A)
(Vidaurre et al., 2012). Se observo sin embargo que en los cultivos pretratados con el
péptido TFL,s7 la reducciéon de los niveles de TrkB-FL tras el tratamiento con NMDA
era notablemente inferior que la obtenida en presencia de TMyc. La cuantificacién de
los resultados correspondientes a 5 experimentos independientes mostré que las
diferencias observadas entre los cultivos pretratados con TFLs; y TMyc eran
estadisticamente significativas a las 2 y 4 h de tratamiento con NMDA (Fig. 6B). El
efecto de TFL4s; era especifico para la proteina TrkB-FL y no se encontraron
diferencias en el procesamiento de otros sustratos de calpaina como la espectrina,
que dio lugar a la aparicion de fragmentos de 150 y 145 kDa en los cultivos
pretratados con TFL4; 0 TMyc con cinética similar. Como un control adicional se
analizé6 NSE, proteina que ya vimos no es sustrato de calpaina ni se regula en
condiciones de excitotoxicidad. La estabilizacién de TrkB-FL en los cultivos pretratados
con TFL4s7 tuvo como consecuencia muy importante el mantenimiento en condiciones
de excitotoxicidad de la actividad de pCREB (Fig. 6C), una proteina por debajo de
TrkB en las cascadas de sefializacion y fundamental para la funcién de la via pro-
supervivencia BDNF/TrkB. En los cultivos preincubados con el péptido control, el
tratamiento con NMDA produjo sin embargo la inactivacion de pCREB desde tiempos
muy tempranos tal como se describié (Hardingham et al., 2002). Los efectos ejercidos
por TFLss; sobre TrkB-FL y pCREB presentaron una cinética muy similar a la
observada previamente para la viabilidad neuronal (Fig. 4A), reforzando la correlacion

existente entre ambos fendmenos.
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En conjunto, los datos anteriores demostraban que el péptido TFL,s; tenia un efecto
neuroprotector especifico y significativo sobre la excitotoxicidad inducida por
tratamiento crénico con NMDA que se correspondia con su capacidad para interferir el
procesamiento de la proteina TrkB-FL y el mantenimiento de los niveles de activacién

del factor de transcripcién CREB.

Ejemplo 4. El péptido TFL,s; también es capaz de reducir la muerte neuronal
inducida por un dafio neuronal agudo.

El modelo celular utilizado en los experimentos anteriores, en el que neuronas
previamente expuestas al péptido neuroprotector son enfrentadas a un estimulo
excitotéxico cronico, intenta reproducir una situacién clinica en la que tratasemos de
reducir la muerte neuronal secundaria de un paciente que ha sufrido un ictus mediante
la administracion post-isquemia de un péptido neuroprotector para proteger a las
neuronas de la penumbra isquémica. Sin embargo, cara a evaluar de una manera mas
global el potencial neuroprotector del péptido TFL4s7 para su uso en clinica, también
nos parecioé interesante investigar su eficacia cuando se utiliza inmediatamente tras la
inducciéon de un dafio neuronal agudo, condiciones que simularian algunos ofros
procesos de isquemia producidos in vivo como consecuencia de cirugias

endovasculares y cardiacas.

Se realizaron experimentos en los que las neuronas fueron sometidas solo
transitoriamente a las condiciones excitotéxicas y los péptidos se administraron
posteriormente a la induccidén del dafio neuronal agudo (Fig. 7). Para ello, los cultivos
primarios fueron tratados con NMDA (50 uM) y glicina (10 PM) durante 1 h,
sustituyéndose este medio a continuacién por un medio libre de los agonistas y
conteniendo el antagonista genérico del NMDAR, DL-AP-5 (200 pM), lo que permite
limitar la sobreactivacién del NMDAR a un corto periodo de tiempo. Los péptidos
TFL4s7 0 TMyc (15 uM) fueron anadidos en el medio fresco junto con el DL-AP-5. La
viabilidad neuronal se establecié6 como anteriormente 20 h después de realizado el
cambio de medio y los valores medios de 5 experimentos se representaron como
valores relativos a los obtenidos en los cultivos correspondientes no tratados con
NMDA. La viabilidad neuronal relativa para los cultivos tratados con TMyc fue del 36 +
9%, valor significativamente inferior al obtenido en las neuronas tratadas con TFLs7,

gue alcanzaron un 85 x 13% (p<0,05).
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En conjunto, los resultados anteriores demuestran que el péptido TFL4s; ejerce un
efecto neuroprotector significativo tanto cuando se encuentra presente en neuronas
sometidas posteriormente a un dafio excitotdxico crénico como si se administra

inmediatamente después de un dario agudo.

Ejemplo 5. La inhibicién de calpaina no bloquea el efecto neuroprotector del

péptido TFL,s7 en neuronas sometidas a excitotoxicidad.

Hemos puesto a prueba la hipotesis de que el mecanismo de accion del péptido TFLys7
sobre TrkB-FL depende de su inhibicién de la actividad de calpaina especificamente
sobre este sustrato mediante ensayos de neuroproteccion realizados en presencia de
inhibidores genéricos de esta proteasa (Fig. 8). Para ello, los cultivos primarios fueron
preincubados con los inhibidores de calpaina, calpeptina (Calp, 10 uM) e inhibidor Il
(Cilll; 10 uM) y, 30 min después, con los péptidos TMyc 0 TFL4s7 (25 pM). Tras 30 min
adicionales, las células se trataron de forma crénica con NMDA (4 h). En los cultivos
control preincubados con TMyc observamos un efecto modesto pero significativo de
los inhibidores de calpaina sobre la viabilidad neuronal (28 +3% versus 21 2%,
p<0,05). Sin embargo, el efecto neuroprotector de TFLss; fue muy similar
independientemente del tratamiento o no con los inhibidores de la proteasa (48 5%
versus 47 £3%). Por tanto, contrariamente a la hipdtesis de partida, el efecto de TFL4s7
sobre el procesamiento de TrkB-FL inducido en condiciones de excitotoxicidad podria
deberse mayoritariamente a la interferencia de un sistema proteolitico alternativo a la
calpaina que también se activaria en estas situaciones y participaria en la regulacion

del receptor de neurotrofinas TrkB en respuesta al dafio neuronal.
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REIVINDICACIONES

1. Péptido con efecto neuroprotector frente a la muerte inducida por excitotoxicidad

caracterizado por consistir en la secuencia SEQ ID NO: 1.

2. Péptido segun la reivindicacion 1 unido a un agente de internalizacion.

3. Péptido segun la reivindicacidon 2 caracterizado por que el agente de internalizacion
es un péptido penetrante celular, y donde dicho péptido penetrante celular se

encuentra covalentemente unido al péptido que consiste en la SEQ ID NO: 1.

4. Péptido segun la reivindicacién 3 caracterizado por que la secuencia del péptido
penetrante celular es TAT47-57 (SEQ ID NO: 17) o TAT48-60 (SEQ ID NO: 16).

5. Péptido segun la reivindicacién 4 que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6,
donde la secuencia SEQ ID NO: 6 consiste en el péptido penetrante TAT47-57 (SEQ
ID NO: 17) en el que la arginina C-terminal de la secuencia SEQ ID NO: 17 es también

el primer aminoacido de la secuencia SEQ ID NO: 1.

6. Polinucledtido que codifica para el péptido segun cualquiera de las reivindicaciones
1as.

7. Polinucleétido segun la reivindicacion 6 caracterizado por consistir en la secuencia
SEQ ID NO: 26 6 SEQ ID NO: 27.

8. Vector que comprende el polinucledtido segun cualquiera de las reivindicaciones 6 6
7.

9. Célula que comprende el polinucleétido segun las reivindicaciones 6 6 7.

10. Uso de la célula segun la reivindicacion 9 para la obtencién del péptido segun

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.



10

15

20

25

30

35

WO 2016/059277 PCT/ES2015/070744

44

11. Composicidén farmacéutica caracterizada por comprender el péptido neuroprotector
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o el polinucleétido segun cualquiera de

las reivindicaciones 6 a 7, o el vector segun la reivindicacion 8.

12. Composicién farmacéutica segun la reivindicacibn 11 caracterizada por

comprender el péptido que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1 y/o SEQ ID NO: 6.

13. Composicién farmacéutica segun la reivindicacibn 12 caracterizada por

comprender el péptido que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 1.

14. Composicidn farmacéutica segun la reivindicacibn 12 caracterizada por

comprender el péptido que consiste en la secuencia SEQ ID NO: 6.

15. Composicién farmacéutica segun la reivindicacibn 11 caracterizada por

comprender el vector de la invencién segun la reivindicacién 8.

16. Uso del péptido descrito en las reivindicaciones 1 a 5 en la fabricacién de una

composicion farmacéutica o medicamento segun las reivindicaciones 11 a 14.

17. Uso del vector descrito en la reivindicacion 8 en la fabricacion de una composicion

farmacéutica o medicamento segun la reivindicacién 15.

18. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17 donde la composiciéon
farmacéutica o el medicamento son para la prevencion y/o tratamiento de la muerte

celular inducida por excitotoxicidad.

19. Uso segun la reivindicacion 18 donde la composicion farmacéutica es para la

prevencién y/o tratamiento de un accidente cerebrovascular.

20. Uso segun la reivindicacion 19 donde la composicion farmacéutica es para la

prevencién y/o tratamiento de un ictus isquémico.

21. Uso segun la reivindicacion 18 donde la composicion farmacéutica es para la

prevencién y/o tratamiento de una lesion cerebral traumatica.
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