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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para tratar trastornos neurolégicos y de otros tipos
Campo técnico

[0001] La presente invencién se refiere en general a métodos para tratar trastornos neurolégicos y de otro tipo,
incluyendo trastornos autoinmunitarios. Un aspecto de la invencién se refiere a un método para tratar un trastorno en
el que la activacién del receptor de tipo Toll 2 (TLR2) mediante la unién a la proteina de respuesta primaria de
diferenciaciéon mieloide 88 (MyD88) desempefia una funcién en la patogenia de la enfermedad. En una realizacién, el
método incluye la administracién de una composicién, que incluye una secuencia peptidica, que inhibe la activacién
del TLR2 por MyD88.

Antecedentes

[0002] La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo humano méas comudn que conduce a la
pérdida de memoria. Se cree en general que la EA es un trastorno multifactorial al que afecta una combinacién de
factores genéticos, ambientales y de estilo de vida (1-3). Desde el punto de vista neuropatolégico, la EA se
caracteriza por la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares (ONF) (4-6). Varios estudios (7-13) también
sugieren que la activacion glial y la inflamacién asociada desempefian una funcién importante en la patogenia de la
enfermedad y que la regulacién de la neuroinflamaciéon puede tener un interés terapéutico para atenuar la
neurodegeneracién en la EA.

[0003] Los receptores de tipo Toll (TLR) sirven como vinculos importantes entre la inmunidad innata y adaptativa,
principalmente al responder a las bacterias, los productos bacterianos, los virus, los productos virales y la flagelina
(14, 15). En la actualidad, se ha descrito la existencia de 11 TLR diferentes en seres humanos y se sabe que todos
los principales tipos celulares del SNC expresan TLR (15, 16). Sin embargo, las de la microglia son las Unicas
células del SNC que expresan casi todos los TLR conocidos hasta la fecha (16). Ademas del TLR3, todos los TLR
requieren MyD88 para la sefializaciéon corriente abajo (14, 15). Los inventores (17) y otros (18, 19) han demostrado
que los péptidos AR fibrilares requieren TLR2 para la inflamacién microglial.

[0004] EI documento DE 10 2015 106731 A1 se refiere a péptidos inmunogénicos y a su uso en la inmunoterapia
del cancer, particularmente en relacién con los linfomas de linfocitos B.

[0005] EI documento US 2016/039901 A1 se refiere a péptidos sefiuelo del dominio del receptor Toll/L-1 y a
péptidos del dominio del receptor Toll/lL-1, y a métodos para usar los péptidos en la regulaciéon de la activacién y
sefializacién de los TLR.

[0006] Eldocumento EP 3 647 321 A1 se refiere a un polipéptido de fusién que inhibe las vias de sefializacién de
TLR1/2, TLR2/6, TLR7, TLR8 y TLR9, asi como de TLR4 y TLR3, y a una composicién farmacéutica para prevenir o
tratar enfermedades mediadas por las vias de TLR.

Resumen de las realizaciones preferidas

[0007] La invencién es tal como se expone en las reivindicaciones. Cualquier descripcién que no entre dentro del
alcance de las reivindicaciones se incluye Unicamente a titulo ilustrativo.

[0008] En un aspecto que no es segun la invencién reivindicada, la presente invencién proporciona un método
para tratar un trastorno en un paciente, donde el trastorno es uno en el que la sefalizacién de TLR2-MyD88
desempefia una funcién en la patogenia de la enfermedad. En una realizacién que no es segun la invencién
reivindicada, el método incluye administrar al paciente que necesite dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente
eficaz de una composicién que incluye un péptido que contiene el dominio de MyD88 que interactia con TLR2. La
cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que al menos reduce la sefializacién de TLR2-MyD88.

[0009] En una realizacién, en donde el dominio de MyD88 que interactiia con TLR2 incluye la secuencia PGAHQK
(Id. de sec. n.°: 1). En otra realizacién, el dominio de MyD88 que interactia con TLR2 contiene entre 6 y 10
aminodcidos, incluida la secuencia PGAHQK (Id. de sec. n.°: 1). En otra realizacion mas, el péptido incluye ademas
el homeodominio de Antennapedia unido a un extremo C del péptido que comprende un dominio de MyD88 que
interactia con TLR2. En otra realizacién, la secuencia peptidica es drqikiwfgnrrmkwkkPGAHQK (Id. de sec. n.°: 2).
En ofra realizacién més, el péptido esta unido a un vector de suministro que proporciona al menos uno de suministro
intracelular a la célula y acceso a través de la barrera hematoencefalica.

[0010] En determinadas realizaciones, el trastorno es un trastorno neurolégico, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la demencia con cuerpos de Lewy, la enfermedad de Huntington o la atrofia
multisistémica. En otras realizaciones, el trastorno es un trastorno autoinmunitario, por ejemplo, esclerosis multiple o
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artritis reumatoide. En otras realizaciones més, el trastorno es una infeccién bacteriana, una infeccién fangica, una
infeccién parasitaria, una infeccién virica, una septicemia o un absceso cerebral.

[0011] Oftro aspecto de la invencién proporciona una composicién que incluye la secuencia peptidica PGAHQK (Id.
de sec. n.°: 1) unida a un vector de suministro que proporciona al menos uno de suministro intracelular a la célula y
acceso a través de la barrera hematoencefélica. En una realizacién, el vector de suministro es el homeodominio de
Antennapedia. En ofra realizacién, la composicion incluye un péptido que tiene la secuencia
drgikiwfgnrrmkwkkP GAHQK (Id. de sec. n.®: 2).

[0012] La composicion también puede incluir al menos un portador farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la composicién se administra por via intranasal. En otras realizaciones, la composicién se administra
por una via seleccionada del grupo que consiste en las vias oral, subcutanea, intraarticular, intradérmica,
intravenosa, intraperitoneal e intramuscular.

Breve descripcién de los dibujos

[0013] Figura 1 (A-S). Monitorizacién de los niveles de TLR2, TLR4 y MyD88 en el SNC de los casos
diagnosticados clinicamente como ausencia de disfuncién cognitiva (ADC), disfuncién cognitiva leve (DCL) vy
enfermedad de Alzheimer (EA). (A) Los homogeneizados de la corteza prefrontal (25 ug) de ADC (azul claro), DCL
(azul oscuro) y AD (gris) se sometieron a inmunoelectrotransferencia para TLR2, TLR4 y MyD88. La actina se usé
para normalizar las sefiales obtenidas por medicién densitométrica (NIH ImageJ). Se us6 Coomassie para verificar la
carga de proteinas. Se analizaron doce casos de ADC, once de DCL y diez de AD en tres experimentos
independientes. La MyD88 (B) estaba elevada de forma significativa en EA en comparaciéon con ADC (p < 0,001) y
DCL (p <0,001). El TLR2 (C) era significativamente mayor en sujetos con EA en comparacién con DCL (p < 0,05)
segun la prueba de Kruskal-Wallis. TLR4 (D) no difirié significativamente entre los tres grupos. La MyD88 (E; 0,371,
p =0,033) y el TLR2 (F; 0,463, p =0,007) se correlacionaron positivamente con la puntuacién de Braak segln la
prueba de Kruskal-Wallis. No se encontré tal correlaciéon entre el TLR4 (G); -0,012, p =0,947) y la puntuacién de
Braak. La MyD88 se correlacion6é negativamente con las puntuaciones del Miniexamen Cognoscitivo (MEC) (H; -
0,538, p=0,001) y el indice de puntuacién z cognitiva global (GCS) (I, -0,475, p =-0,005). Sin embargo, la
correlacién negativa no fue significativa para el TLR2 con el MEC (J; -0,278, p=0,117) y la GCS (K; -0,177,
p = 0,326). El TLR4 tampoco se correlacioné negativamente con el MEC (L; -0,173, p=0,336) y la GCS (M; 0,047,
p =0,794). kDa, kilodalton, OD, densidad 6ptica. Las secciones del hipocampo de los cerebros con ADC y EA
recibieron un marcaje doble con |ba-1 (microglia) y TLR2, TLR4 o MyD88. Las células positivas para TLR2 (N,
corteza; O, CA1), MyD88 (P, corteza; Q, CA1) y TLR4 (R, corteza; S, CA1) se contaron en dos secciones (dos
imagenes por portaobjetos) de cada uno de cuatro casos diferentes. ap < 0,001 frente a ADC mediante pruebas de
la t de dos muestras. NS, no significativo.

Figura 2(A-H). Disefio de un péptido para la interrupcién de la interaccién entre TLR2 y MyD88. (A) Una pose de
acoplamiento de cuerpo rigido por ordenador de TLR2 (azul) y MyD88 (verde) de ratdn (energia electrostética = -
7,750 kcal/mol; energia de desolvataciéon = -24,99 kcal/mol; energia de VdW = 105,25 kcal/mol; energia total = -
22,2186 kcal/mol) muestra una fuerte interaccién entre 245 y 250 aminoacidos del bucle CD de MyD88 y el bucle BB
de TLR2. Por lo tanto, el péptido correspondiente a este dominio de MyD88 (TIDM) se usd para disociar la
interaccién entre TLR2 y MyD88. B) La interaccién TLR2-MyD88 formd complejo con el péptido wtTIDM (energia
electrostatica = -4,516 kcal/mol; energia de desolvatacién = -24,027 kcal/mol, energia de VdW = 16,724 kcal/mol,
energia total = -26,871 kcal/mol). C) Generacidn de la proteina recombinante TLR2 C-terminal etiquetada con cMyc
(cTLR2). La afinidad de unién in vitro de dosis crecientes de wiTIDM (D) y mTIDM (E) con cTLR2 se examin6
mediante analisis de resonancia de plasmones superficiales (n=2 réplicas/dosis en 3 experimentos
independientes). F) Gréfico de los valores de la respuesta de unidén frente a las concentraciones de los péptidos
wtTIDM (circulo) y mTIDM (cuadrado). G) Curva de fusién de la proteina cTLR2 (negra) sola y con wiTIDM (verde).
Los anélisis de desplazamiento térmico mostraron un cambio de (ATm) 4,96 °C de la temperatura de fusién (n =2
réplicas/dosis en 3 experimentos independientes). H) La curva de fusién de la proteina cTLR2 (negra) sola y con
péptidos mTIDM (rojo) indicd un ATm de 0,87 °C (n = 2 réplicas/dosis en 3 experimentos independientes).

Figura 3(A-L). Interrupcién selectiva de la interaccién entre TLR2 y MyD88 por wtTIDM. Analisis por ordenador de las
interacciones de witTIDM con TLR1, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7 y TLR9. Se realizé un anélisis de interacciones entre
cuerpos rigidos en la herramienta de analisis informético pydock. Se mostraron complejos de TLR1-wtTIDM (A),
TLR4-wtTIDM (B), TLR5-wtTIDM (C), TLRB-wtTIDM (D), TLR7-wtTIDM (E) y TLR9-wtTIDM (F). G) Las células
microgliales BV-2 preincubadas con los péptidos wiTIDM y mTIDM durante 1 h se estimularon con Ap1-42 fibrilar
1 MM en condiciones sin suero. Después de 1 h, los extractos celulares se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-
MyD88 seguido de una transferencia de western de inmunoprecipitados para el TLR2. Como control, los extractos
celulares se inmunoprecipitaron con IgG normal. La entrada también se inmunoblote6 con TLR2 y MyD88. H) Se
escanearon las bandas y los valores (TLRZ2/entrada) se presentaron en relacién con el control (n=2
réplicas/condicién en 3 experimentos independientes). Los resultados se analizaron mediante pruebas de la t de dos
muestras. |) Las células microgliales BV-2 preincubadas con los péptidos wtTIDM y mTIDM durante 1h se
estimularon con LPS en condiciones sin suero. Después de 1 h, los extractos celulares se inmunoprecipitaron con el
anticuerpo anti-MyD88 seguido de una transferencia de western de inmunoprecipitados para el TLR4. Como control,
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los extractos celulares se inmunoprecipitaron con IgG normal. La entrada también se inmunobloteé con TLR4 y
MyD88. J) Se escanearon las bandas y los valores (TLR4/entrada) se presentaron en relaciéon con el control (n =2
réplicas/condicién en 3 experimentos independientes). Los resultados se analizaron mediante pruebas de la t de dos
muestras. K) Las células microgliales BV-2 se transdujeron con lentiviriones pLenti-cMyc-cTIr2 y, 48 h después de la
transduccién, las células se trataron con wtTIDM y mTIDM durante 1 h, seguido de estimulacién con AB1-42 fibrilar.
Después de 1 h, los extractos celulares se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-MyD88 seguido de una
transferencia de western de inmunoprecipitados para el c-Myc. Las fracciones inmunoempobrecidas (ID) también se
sometieron a inmunoelectrotransferencia para detectar c-Myc como control. L) Se escanearon las bandas y los
valores (c-Myc/entrada) se presentaron en relacién con el control (n =2 réplicas/condicién en 3 experimentos
independientes). Los resultados se analizaron mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 4(A-R). Efecto de los péptidos wtTIDM y mTIDM sobre la induccién de la activacién del NF-kB y la expresion
de moléculas proinflamatorias en las células microgliales. Las células microgliales BV-2 preincubadas con péptidos
wtTIDM/mTIDM 10 pM durante 1 h se estimularon con ABR1-42 fibrilar (A-C) 1 pM, MPP+ (D-F) 1 uM, LTA (G-l)
250 ng/ml, LPS (J-L) 1 pg/ml, flagelina (M-O) 1 uM y ADN CpG (P-R) 1 uM en condiciones sin suero. Tras 1 h de
estimulacién, se monitorizd la activacién de NF-kB en extractos nucleares mediante EMSA (A, AR fibrilar, D, MPP+;
G, LTA; J, LPS; M, flagelina, P; ADN CpG). Tras 4 h de estimulacién, se monitorizé la expresién del ARNm de IL-1B
(B,E,H, K, NyQ)eiNOS (C, F, I, L, Oy R) mediante PCR en tiempo real (B-C, Ap fibrilar, E-F, MPP+; H-I, LTA; K-
L, LPS; N-O, flagelina; Q-R, ADN CpG) (n = 2 réplicas/dosis en 3 experimentos independientes). ap < 0,001 frente al
control; bp < 0,001 frente a los estimulos mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 5 (A-Q). Tras la administracién intranasal, el péptido wtTIDM entra en el hipocampo y suprime la activacion
glial y reduce las placas en el hipocampo de los ratones Tg. Los ratones Tg (de 6 meses de edad) recibieron una
dosis del péptido wtTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal) por via intranasal. Después de 60 minutos de tratamiento, los
ratones se perfundieron con solucién salina estéril y los hipocampos se homogeneizaron y el sobrenadante se
analizé para determinar el wtTIDM mediante espectrometria de masas acoplada a ionizacién por electronebulizacién
(ESI-MS) (A, estandar de wtTIDM; B, Tg no tratada; C, Tg tratados con wtTIDM). Los ratones Tg se trataron con los
péptidos wtTIDM y mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias, las secciones
del hipocampo recibieron marcaje doble para Iba-1y P-p65 (D) e Iba-1 e iINOS (figura 16). Las células positivas para
Iba-1 (E, CA1; F, CA3), P-p65 (G, CA1; H, CA3) e INOS (I, CA1; J, CA3) se contaron en dos secciones (dos
imagenes por portaobjetos) de seis ratones diferentes (n = 6) por grupo. ap < 0,001 frente a no Tg; bp < 0,001 frente
a Tg mediante pruebas de la t de dos muestras. Los extractos del hipocampo de todos los grupos de ratones (n =4
por grupo) se sometieron a inmunoelectrotransferencia para detectar INOS (K). La actina se ejecuté como control de
carga. Se escanearon las bandas y los valores (L, INOS/actina) se presentaron en relacién con el control no Tg.
ap < 0,001 frente a no Tg; bp < 0,001 frente a Tg mediante pruebas de la t de dos muestras. M) Las secciones del
hipocampo se inmunomarcaron con el mAb 82E1. Las placas amiloides (N, corteza; O, hipocampo) se contaron en
dos secciones (dos imagenes por portaobjetos) de seis ratones diferentes por grupo. ap < 0,001 frente a no Tg;
bp < 0,001 frente a Tg mediante pruebas de lat de dos muestras. P) Los extractos del hipocampo (n = 4 por grupo)
se analizaron para determinar la Ap mediante transferencia de Western utilizando el mAb 6E10. La punta de flecha
indica una banda AR de 4 kDa. Se escanearon las bandas y los valores (Ap/actina) se presentaron en relacién con el
control no Tg (Q). ap < 0,001 frente a no Tg; bp < 0,001 frente a Tg mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 6 (A-N). La administracion intranasal del péptido wtTIDM, pero no del mTIDM, inhibe la apoptosis neuronal in
vivo en el hipocampo y mejora la memoria y el aprendizaje en ratones Tg. Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se
trataron con los péptidos witTIDM y mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias
de tratamiento, los ratones se sacrificaron y las secciones del hipocampo recibieron marcaje doble para TUNEL y
NeuN (A). Las células positivas para TUNEL (B, CA1; C, CA3) se contaron en dos secciones (dos imagenes por
portaobjetos) de seis ratones diferentes (n = 6) por grupo. ap < 0,001 frente a no Tg; bp < 0,001 frente a Tg mediante
pruebas de la t de dos muestras. Los extractos del hipocampo de todos los grupos de ratones (n = 4) se sometieron
a inmunoelectrotransferencia para detectar la caspasa 3 (D) escindida. La actina se ejecuté como control de carga.
E) Se escanearon las bandas y los valores (caspasa 3 escindida/actina) se presentan en relacién con el control no
Tg. Los resultados se expresan como la media + EEM de cuatro ratones por grupo. ap < 0,001 frente a no Tg;
bp < 0,001 frente a Tg mediante pruebas de la t de dos muestras. Los niveles de proteina de PSD-95, NR2A y
GIuR1 se monitorizaron en extractos del hipocampo mediante transferencia de Western (F). Se escanearon las
bandas y los valores (G, PSD-95/actina; H, NR2A/actina; |, GluR1/actina) se presentan en relacién con el control no
Tg. Los resultados se expresan como la media + EEM de cuatro ratones por grupo. ap < 0,001 frente a no Tg;
bp < 0,001 frente a Tg mediante pruebas de la t de dos muestras. Los ratones se sometieron a los ensayos del
laberinto de Barnes (J, latencia; K, nimero de errores cometidos) y laberinto en T (L, nimero de giros positivos; M,
ndimero de giros negativos). La memoria a corto plazo también se monitorizé mediante una nueva prueba de
reconocimiento de objetos, que estad representada por el indice de discriminacién (N). Se usaron ocho ratones
(n = 8) en cada grupo y los resultados se analizaron mediante ANOVA unidireccional.

Figura 7 (A-V). El péptido wtTIDM, pero no el mTIDM, protege a los ratones de la encefalomielitis alérgica
experimental (EAE) y la artritis inducida por colageno (AIC). A) La EAE se indujo en ratones C57/BL6 machos
mediante la inmunizacién con MOG35-55 vy, a partir de 10 dpi, los ratones se trataron con los péptidos wtTIDM y
mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/dia) por via intranasal. Los ratones (n = 6 por grupo en dos experimentos
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independientes) se puntuaron diariamente. Como resulta evidente por el ANOVA unidireccional de medidas
repetidas, el péptido wtTIDM protegié significativamente a los de EAE [F2, 94 = 22,59 (>Fc = 3,093)]. Con 22 dpi, las
actividades motoras generales se monitorizaron utilizando el sistema de actividad de campo abierto Ethovision XT
13.0 (Noldus) (B, imagenes de gréficos crométicos que representan las actividades motoras generales; C, distancia
recorrida; D, levantamiento; E, velocidad; F, aceleracién) y rueda giratoria (G). También se realizé andlisis de la
huella de la pata (H, longitud de zancada; |, longitud de impresién; J, longitud de balanceo; K, dedo extendido). L) La
CIA se indujo en ratones DBA/1J machos mediante la inmunizacién con colageno de tipo Il y, a partir de 29 dpi, los
ratones se trataron con los péptidos wiTIDM y mTIDM (1 mg/kg de peso corporal/dia) mediane inyeccién i.p. Los
ratones (n = 6 por grupo en dos experimentos independientes) se puntuaron diariamente. EIl ANOVA unidireccional
de medidas repetidas muestra que el péptido wiTIDM protegié significativamente a los de AIC [F2, 45 =4927
(>Fc =3,093)]. Con 60 dpi, las actividades motoras generales se monitorizaron mediante el sistema Ethovision (M,
imagenes de gréficos cromaticos que representan las actividades motoras generales; N, distancia recorrida; O,
levantamiento; P, velocidad), rueda giratoria (Q) y fuerza de agarre (R). También se realiz6 analisis de la huella de la
pata (S, longitud de zancada; T, longitud de impresion; U, longitud de balanceo; V, extensién del dedo). Se usaron
seis ratones (n = 6 por grupo) en dos experimentos independientes. ap < 0,001 y bp < 0,05 frente al control; cp <
0,001 y dp < 0,05 frente a EAE o AIC mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 8 (A-D) Monitorizacién de TLR2, TLR4 y MyD88 en el SNC de los casos diagnosticados clinicamente como
ausencia de disfuncién cognitiva (ADC) y enfermedad de Alzheimer (EA). Las secciones del hipocampo de los
cerebros con ADC y EA recibieron un marcaje doble con Iba-1 (microglia) y TLR2 (A), Iba-1 y MyD88 (B) e Iba-1y
TLR4 (C). Los resultados representan el anélisis de dos secciones de cada uno de cuatro cerebros diferentes. Las
células positivas para Iba1 (D, corteza; E, CA1) se contaron en dos secciones (dos imégenes por portaobjetos) de
cada uno de cuatro casos diferentes. ap < 0,001 frente a ADC mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 9 (A-D) Estado del TLR2 en el SNC de ratones no Tg y Tg (5XFAD). A-B) Las secciones del hipocampo de
cerebros de ratones no Tg y Tg de seis meses de edad recibieron marcaje doble con Iba-1 (microglia) y TLR2. Los
resultados representan el anélisis de dos secciones de cada uno de los seis ratones diferentes. C) Los extractos del
hipocampo de todos los grupos de ratones (n = 4) se sometieron a inmunoelectrotransferencia para detectar el
TLR2. La actina se ejecutdé como control de carga. D) Se escanearon las bandas mediante el programa informatico
NIH Image J y los valores (TLR2/actina) se presentan en relacién con el control no Tg. ap < 0,001 frente a no Tg
mediante la prueba de la t de dos muestras.

Figura 10 (A-D). Estado del MyD88 en el SNC de ratones no Tgy Tg (5XFAD). A-B) Las secciones del hipocampo
de cerebros de ratones no Tg y Tg de seis meses de edad recibieron marcaje doble con Iba-1 (microglia) y MyD88.
Los resultados representan el analisis de dos secciones de cada uno de los seis ratones diferentes. C) Los extractos
del hipocampo de todos los grupos de ratones (n = 4) se sometieron a inmunoelectrotransferencia para detectar la
MyD88. La actina se ejecutd como control de carga. D) Se escanearon las bandas mediante el programa informatico
NIH Image J y los valores (MyD88/actina) se presentan en relacién con el control no Tg. ap < 0,001 frente a no Tg
mediante la prueba de la t de dos muestras.

Figura 11 (A-G). Implementacién de una estrategia de modelado de homologia por ordenador para construir la
estructura del dominio que interactla con el TLR de diferentes TLR de ratdn. Las estructuras iniciales de los TIR (A,
TLR1; B, TLR2; C, TLR4,; D, TLR5; E, TLR6; F, TLR7; G, TLR9) se modelaron mediante Deep View 3.7p2, una
herramienta de anélisis macromolecular en linea del Expert Protein Analytical System (ExPASYy). La calidad de cada
estructura modelada se evalué con la herramienta Quality Measurement Analysis (QMEAN).

Figura 12 (A-E). Analisis de acoplamiento de wiTIDM y mTIDM en complejo con el dominio TIR de la proteina TLR2.
A) Analisis estructural por ordenador del dominio TIR del péptido TLR2 y wtTIDM. La pose de acoplamiento se
obtuvo de la herramienta de acoplamiento proteina-proteina de cuerpo rigido pydock. La estructura mas estable se
obtuvo del visualizador Jmol y se mostrd. B) Se realizé un analisis similar con mTIDM. C) Otros anélisis revelaron
una fuerte interaccidén electrostatica entre wiTIDM y TLR2 (~2,31 A°: izquierda) y una débil interaccién con mTIDM
(~7,26 A®; derecha) (D) Una vista mas cercana a un complejo entre el bucle BB de TLR2 (azul) y el bucle CD de
MYD88 (verde). Se demostré que las goticulas de VdW se superponian entre si. E) Las nubes de VdW de MYD88
(rosa) se alejaban de las de TLR2 (azul) cuando formaban complejos con wtTIDM (verde).

Figura 13 (A-F). Efecto de los péptidos witTIDM y mTIDM sobre la expresién de moléculas proinflamatorias en las
células microgliales. Las células microgliales BV-2 preincubadas con péptidos wtTIDM/mTIDM 10 uM durante 1 h se
estimularon con AR1-42 fibrilar (A) 1 uM, MPP+ (B) 1 uM, LTA (C) 250 ng/ml, LPS (D) 1 pg/ml, flagelina (E) 1 pM y
ADN CpG (F) 1 UM. Después de 4 h de estimulacién, la expresién del ARNm de IL-1B e INOS se monitorizé
mediante RT-PCR (n = 2 réplicas/condicién en 3 experimentos independientes).

Figura 14 (A-D). Efecto de los péptidos wiTIDM y mTIDM sobre la activacién mediada por polilC de la activacién del
NF-kB y la expresién de moléculas proinflamatorias en las células microgliales. Las células microgliales BV-2
preincubadas con los péptidos wtTIDM/mTIDM 10 uM durante 1 h se estimularon con polilC 50 uM. A) Tras 1 h de
estimulacién, se monitorizd la activacion de NF-kB en extractos nucleares mediante EMSA. Tras 4 h de estimulacién,
la expresion del ARNm de IL-1B e INOS se monitorizé mediante RT-PCR semicuantitativa (B) y PCR en tiempo real
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(C, IL-1B; D, INOS) (n =2 réplicas/condiciébn en 3 experimentos independientes). ap < 0,001 frente al control,
bp < 0,001 frente a los estimulos mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 15 (A-F). Efecto del péptido wtTIDM sobre la translocacién nuclear fibrilar de p65 y p50 inducida por AR y LPS
en células microgliales. Las células microgliales BV-2 preincubadas con el péptido wiTIDM 10 uM durante 1 h se
estimularon con AB1-42 fibrilar (A-C) 1 yhM o LPS 1 ug/ml en condiciones sin suero. A diferentes intervalos de
minutos, los niveles de p65 y p50 (A, AB fibrilar; D, LPS) se monitorizaron en extractos nucleares mediante
transferencia de Western. La histona H3 se utilizé como control de carga. Se escanearon las bandas y los valores de
p65/H3 (B 'y E) y pS0/H3 (C y F) se presentan en relacidén con el control (n = 2 réplicas/condicién en 3 experimentos
independientes). ap < 0,05, bp < 0,001 frente al control, cp < 0,01 frente a 30 min de estimulacién; dp < 0,05 frente a
15 min de estimulacién; NS, no significativo en las pruebas de la t de dos muestras.

Figura 16 (A-F). El péptido witTIDM siguié siendo incapaz de inhibir la activacién del NF-kB mediada por el péptido
AB1-42 fibrilar y la expresién de moléculas proinflamatorias en la microglia TLR2 (-/-). La microglia primaria aislada
de ratones WT (A) y TLR2 (-/-) (B) se trat6 con diferentes concentraciones del péptido wtTIDM durante 1 h, seguida
de estimulacién con AR1-42 fibrilar 1 yM en condiciones sin suero. Tras 1 h de estimulaciéon, se monitorizd la
activacion de NF-kB mediante EMSA. La microglia WT (C y D) y TLR2 (-/-) (E y F) se traté6 con diferentes
concentraciones de los péptidos wtTIDM y mTIDM durante 1 h, seguida de estimulacién con Ap1-42 fibrilar 1 yM en
condiciones sin suero. Tras 18 h de estimulacién, los niveles de TNFa (C y E) e IL-1B (D y F) se monitorizaron en los
sobrenadantes mediante ELISA (n =2 réplicas/condicién en 3 experimentos independientes). ap < 0,001 frente a
control; bp < 0,001 frente a los estimulos mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 17. Tras la administracién intranasal, el péptido wtTIDM entra en el hipocampo de los ratones Tg. El péptido
wtTIDM se marcé con el colorante Alexa 680-SE NIR (Life Technologies) siguiendo el protocolo del fabricante y se
administré el péptido marcado con Alexa 680 (2,5 pug) a cada ratén por via intranasal. También se administré el
colorante Alexa 680-SE NIR como control. Después de 60 minutos, los ratones (n =3 en cada grupo) se
perfundieron con PBS y paraformaldehido y las regiones del hipocampo del cerebro se escanearon en un escaner
de infrarrojos Odyssey (ODY-0854, Licor-Inc) en canales de 700 y 800 nm. El fondo rojo provenia del filtro de
800 nm, mientras que la sefial verde provenia del péptido NBD marcado con Alexa 680 en un canal de 700 nm.

Figura 18 (A-B). Tras la administracién intranasal, el péptido wiTIDM suprime la activacién del NF-kB en el
hipocampo de los ratones Tg. Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se trataron con los péptidos wtTIDM y mTIDM
(0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias de tratamiento, los extractos del hipocampo
de todos los grupos de ratones se sometieron a inmunoelectrotransferencia para detectar el fosfo-p65 (A). La actina
se ejecutd como control de carga. Se escanearon las bandas y los valores (p-p65/actina) se presentan en relacién
con el control no Tg (n =4 en dos experimentos independientes). ap < 0,001 frente a no Tg; bp < 0,001 frente a Tg
mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 19. La administracién intranasal del péptido wtTIDM, pero no del mTIDM, suprime la expresién microglial de
INOS en el hipocampo de los ratones Tg. Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se trataron con los péptidos wtTIDM
y mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias de tratamiento, los ratones se
sacrificaron y las secciones del hipocampo recibieron marcaje doble para Iba-1 e INOS. Los resultados representan
el andlisis de dos secciones de cada uno de los seis ratones diferentes por grupo.

Figura 20 (A-B). La administracién intranasal del péptido wtTIDM, pero no del mTIDM, reduce la carga de placas
amiloides en el hipocampo de los ratones Tg. A) Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se trataron con los péptidos
wtTIDM y mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias de tratamiento, los
extractos del hipocampo de todos los grupos de ratones (n = 4 por grupo) se analizaron para determinar los niveles
de proteina AR mediante transferencia de Western utilizando el mAb 82E1. La actina se ejecuté como control de
carga. B) Se escanearon las bandas y los valores (AP/actina) se presentaron en relaciéon con el control no Tg. Los
resultados se analizaron mediante pruebas de la t de dos muestras.

Figura 21 (A-F). La administracién intranasal del péptido wtTIDM, pero no del mTIDM, reduce los niveles de AB1-40
y AB1-42 en el suero y el hipocampo de los ratones Tg. Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se trataron con los
péptidos wtTIDM y mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias de tratamiento,
se realizé una cuantificaciéon por ELISA de AB1-40 (A, Cy E) y AB1-42 (B, D y F) en tejidos del hipocampo extraidos
con suero (Ay B)y TBS (C y D) y (TBS+Triton X-100) (E y F). Se usaron seis ratones (n = 6 por grupo) en dos
experimentos independientes. ap < 0,01 y ¢cp < 0,001 frente a no Tg; bp < 0,01 y <0,001 frente a Tg mediante
pruebas de la t de dos muestras.

Figura 22 (A-B). La administracién intranasal del péptido wtTIDM, pero no del mTIDM, disminuye la fosforilacién de
tau en el hipocampo de los ratones Tg. A) Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se trataron con los péptidos wtTIDM
y mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias de tratamiento, los extractos del
hipocampo de todos los grupos de ratones (n = 4 por grupo) se analizaron para determinar la fosfo-tau y la tau total
mediante transferencia de Western. B) Se escanearon las bandas y los valores (P-Tau/Tau) se presentaron en
relacién con el control no Tg. Los resultados se analizaron mediante pruebas de la t de dos muestras.
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Figura 23 (A-D). La administracién intranasal de los péptidos WiTIDM y mTIDM no modula las actividades
locomotoras de los ratones Tg. Los ratones Tg (de 6 meses de edad) se trataron con los péptidos wtTIDM y mTIDM
(0,1 mg/kg de peso corporal/2 d) por via intranasal. Después de 30 dias de tratamiento, se analiz6 la actividad
locomotora general de los ratones (A, niumero de movimientos; B, actividad horizontal, C, tiempo de descanso; D,
namero de estereotipia). Se usaron ocho ratones (n = 8 en dos experimentos independientes) en cada grupo. NS, no
significativo.

Figura 24 (A-H). La administracién intranasal del péptido wiTIDM no reduce las placas ni mejora la memoria en
ratones Tg FADSX que carecen de TIr2 (Tg-TIr2-/-). A) Los ratones TIr2-/- se criaron con Tg (ratones 5XFAD) y se
muestra una PCR representativa de la expresién del ADN de los transgenes TIr2, App695 y Psen1 en ratones de 6
meses no Tg, Tg (5XFAD), Tg-TIr2-/- (F7) y TIr2-/-. Peso corporal promedio (B) y peso cerebral himedo (C) de
ratones no Tg, Tg, Tg-TIr2-/- y TIr2-/-. Para el peso cerebral himedo, se extirparon los I6bulos olfativos y el tronco
encefalico. Los ratones Tg-TIr2-/- (de 6 meses de edad) se trataron con el péptido wtTIDM (0,1 mg/kg de peso
corporal/2 d) por via intranasal. Tras 30 dias de tratamiento, las secciones del hipocampo se inmunomarcaron con el
mAb 6E10 (D). Las placas amiloides se contaron en dos secciones (dos imégenes por portaobjetos) de cuatro
ratones diferentes por grupo (E). Los ratones se sometieron a los ensayos del laberinto de Barnes (F, trazado de
seguimiento; G, latencia; H, nimero de errores cometidos). Se usaron cuatro ratones (n = 4) en cada grupo. NS, no
significativo en las pruebas de la t de dos muestras.

Figura 25 (A-D). Anélisis de la huella de ratones con EAE después del tratamiento con los péptidos wtTIDM y
mTIDM. En la pista de marcha, se aplicaron tiras de papel blanco y se obtuvieron las huellas de ratones de
diferentes grupos (A, control; B, EAE; C, EAE+wWtTIDM; D, EAE+mTIDM) sobre papel con tinta negra. Se determiné
un total de 30-40 pasos para cada grupo. Se calcularon cuatro medidas de huella diferentes, a saber, la longitud de
zancada (SL), la longitud de impresién (PL), la longitud de balanceo (SWL) y la extensién de los dedos (TS) en
centimetros a partir de las huellas registradas de los ratones. Mientras que la SL se refiere a la distancia entre el
borde frontal de dos impresiones consecutivas de la misma pata, la SWL se refiere a la distancia entre las patas
perpendicular a la distancia de desplazamiento y la PL indica la medida de la longitud del 4rea de impresién. Por otro
lado, la TS se refiere a la distancia entre el primer y el quinto dedo de la huella de la pata. Se usaron seis ratones (n
=6 por grupo) en dos experimentos independientes.

Figura 26 (A-D). Analisis de la huella de ratones con AIC después del tratamiento con los péptidos wiTIDM y mTIDM.
En la pista de marcha, se aplicaron tiras de papel blanco y se obtuvieron las huellas de ratones de diferentes grupos
(A, control; B, CIA; C, AIC+wtTIDM; D, CIA+mTIDM) sobre papel con tinta negra. Se determiné un total de 30-40
pasos para cada grupo. Se calcularon cuatro medidas de huella diferentes (SL, PL, SWL y TS) en centimetros a
partir de las huellas registradas de los ratones. Se usaron seis ratones (n = 6 por grupo) en dos experimentos
independientes.

Figura 27. Morfologia de los péptidos fibrilares APR1-42. Se prepararon péptidos fibrilares AR1-42 (Bachem
Bioscience) incubando péptidos recién solubilizados a 50 uM en agua destilada estéril a 37 °C durante 5 dias. La
morfologia de los péptidos AR1-42 fibrilares se examiné mediante microscopia electrénica de transmisién.

Figura 28 (A-B). El péptido wtTIDM intranasal atenda la inflamacién microglial en la sustancia negra de los ratones
Tg AS3T a-sin. Los ratones A53T (machos; 9 meses de edad; n = 6 por grupo) se trataron con péptidos TIDM por via
intranasal a una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia durante 30 dias, seguido de un analisis de
inmunofluorescencia doble de las secciones de la sustancia negra para detectar la Iba-1 y el éxido nitrico sintasa
inducible (iINOS) (A). Las imagenes ampliadas del area seleccionada se muestran en la fila inferior. Las células iINOS
(positivas) se contaron en dos secciones de cada uno de los seis ratones por grupo y se presentaron como
células/mm?2.

Figura 29 (A-B). El péptido wtTIDM intranasal estimula la expresién microglial de la arginasa-1 en la sustancia negra
de ratones Tg A53T a-sin. Los ratones AS53T (machos; 9 meses de edad; n = 6 por grupo) se trataron con péptidos
TIDM por via intranasal a una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia durante 30 dias, seguido de un analisis de
inmunofluorescencia doble de las secciones de la sustancia negra para detectar la Iba-1 y la arginasa-1 (ARG1) (A).
Las imagenes ampliadas del area seleccionada se muestran en la fila inferior. Las células ARG-1 (positivas) se
contaron en dos secciones de cada uno de los seis ratones por grupo y se presentaron como células/mm?2.

Figura 30 (A-C). El péptido wtTIDM intranasal reduce la a-sinucleinopatia en la sustancia negra de los ratones Tg
AS3T a-sin. Los ratones AS3T (machos; 9 meses de edad; n =6 por grupo) se trataron con péptidos TIDM por via
intranasal a una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia durante 30 dias, seguido de un analisis de transferencia de
Western de los extractos de la sustancia negra para detectar la a-sin (A). Las bandas se escanearon y se
presentaron en relaciéon con el control AS3T (B, a-sin monomérica; C, a-sin oligomérica). Los resultados son la media
+ SEM de seis ratones por grupo.

Figura 31 (A-D). El péptido wtTIDM intranasal reduce la a-sinucleinopatia en la sustancia negra de los ratones Tg
AS3T a-sin. Los ratones AS3T (machos; 9 meses de edad; n =6 por grupo) se trataron con péptidos TIDM por via
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intranasal a una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia durante 30 dias, seguido de un analisis de
inmunofluorescencia doble de las secciones de la sustancia negra para detectar la TH y la a-sin (Ab mjfr1) (A). Las
imagenes ampliadas del area seleccionada se muestran en la columna izquierda. Se calcularon el area total (B), el
tamafio promedio (C) y la densidad integrada (D) de los cuerpos celulares positivos para a-sin. Se analizaron cinco
células de cada una de las dos secciones de la sustancia negra de seis ratones por grupo.

Figura 32 (A-B). El péptido witTIDM intranasal reduce la a-sinucleinopatia en la sustancia negra de los ratones Tg
AS3T a-sin. Los ratones AS3T (machos; 9 meses de edad; n =6 por grupo) se trataron con péptidos TIDM por via
intranasal a una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia durante 30 dias, seguido de un analisis de
inmunofluorescencia doble de las secciones de la sustancia negra para detectar el marcador microglial Iba-1 y la a-
sin (Ab mjfr1) (A). Las imagenes ampliadas del &rea seleccionada se muestran en la columna izquierda. Se calculdé
la intensidad de fluorescencia media (IFM) de los cuerpos celulares positivos para (a-syn+Iba-1). Se analizaron cinco
células de cada una de las dos secciones de la sustancia negra de seis ratones por grupo.

Figura 33 (A-E). El péptido wtTIDM intranasal mejora las actividades locomotoras de los ratones Tg A53T a-sin. Los
ratones AS3T (machos; 9 meses de edad; n =6 por grupo) se trataron con péptidos TIDM por via intranasal a una
dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal/dia durante 30 dias, seguido de monitorizaciéon de las actividades locomotoras
mediante el sistema de actividad de campo abierto Ethovision XT 13.0 (Noldus) (A, trazado de seguimiento; B,
duracién acumulada en movimiento; C, distancia; D, velocidad; E, rueda giratoria). Los resultados son la media +
SEM de seis ratones por grupo.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

[0014] A menos que se definan de cualquier otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria tienen el mismo significado que entiende cominmente el experto en la técnica a la que pertenece
esta invencién. En caso de conflicto, la presente memoria, incluidas las definiciones, tendrd prevalencia. A
continuacién, se describen métodos y materiales preferidos, aunque pueden usarse métodos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en la presente memoria en la préactica o prueba de la presente invencién.

[0015] Los usos de los términos “un” y “uno/a” y “ellla” y referencias similares en el contexto de la descripcién de
la invencién (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) deben interpretarse en el sentido de
que abarcan tanto el singular como el plural, salvo que se indique lo contrario en la presente memoria o que el
contexto lo contradiga claramente. La enumeracién de los intervalos de valores en la presente memoria solo tiene
como objetivo servir como un método abreviado para referirse individualmente a cada valor independiente que se
encuentre dentro del intervalo, salvo que se indique lo contrario en la presente memoria, y cada valor independiente
se incorpora a la memoria descriptiva como si se mencionara individualmente en la presente memoria. Todos los
métodos descritos en la presente memoria pueden realizarse en cualquier orden adecuado, salvo que se indique lo
contrario en la presente memoria o que el contexto lo contradiga claramente. El uso de todos y cada uno de los
ejemplos, o expresiones ilustrativas (por ejemplo, “tal como”, “por ejemplo™) proporcionados en la presente
memoria, tiene como objetivo simplemente aclarar mejor la invencién y no supone una limitacién en el alcance de la
invencién a menos que se reivindique lo contrario. Ninguna expresién de la memoria descriptiva debe interpretarse
en el sentido de que indique que ningln elemento no reivindicado es esencial para la practica de la invencién.

[0016] Eltérmino “paciente” se refiere a un paciente humano o veterinario.

[0017] La expresidn “efecto terapéutico”, como se utiliza en la presente memoria, significa un efecto que induce,
alivia o provoca de cualquier otro modo una mejora en los sintomas patolégicos, el avance de la enfermedad o las
afecciones fisiolégicas asociadas o la resistencia a sucumbir a un ftrastorno, por ejemplo, el neurolégico,
autoinmunitario o de otro tipo descrito en la presente memoria, de un paciente humano o veterinario. La expresién
“cantidad terapéuticamente eficaz”, como se usa con respecto a un farmaco, significa una cantidad del farmaco que
transmite un efecto terapéutico al paciente humano o veterinario.

[0018] Las composiciones y los métodos que proporcionan una interrupcién selectiva de la interaccién entre
TLR2/MyD88 inhiben la inflamacién y atentian la patologia neurolégica y de otras enfermedades.

[0019] El solicitante ha demostrado que los niveles de TLR2 y MyD88 aumentaron in vivo en la corteza frontal y el
hipocampo de pacientes con EA y ratones 5XFAD. No hay ninguna opcién disponible para la focalizacién especifica
del TLR2 inducido. El solicitante ha disefiado un péptido correspondiente al dominio que interactia con el TLR2 de
MyD88 (TIDM) que inhibié especificamente la sefializacién inducida del TLR2 y la inflamacién microglial mediada por
el AB fibrilar sin modular la activacién microglial mediada por el ARN bicatenario, el LPS bacteriano, la flagelina, el
ADN CpG y el 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+). Ademas, la administracién intranasal del péptido TIDM redujo la
activacion microglial del hipocampo, disminuyd la carga de AR, suprimid la apoptosis neuronal y mejoré la memoria y
el aprendizaje en ratones 5XFAD, lo que puso de relieve la promesa terapéutica del péptido TIDM en la EA.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3023 183 T3

[0020] La presente invencién se refiere en general a composiciones y métodos para tratar trastornos en los que la
activacion elevada del TLR2 desempefia una funcién en la patogenia de la enfermedad. Una realizacién que no es
seguln la invencién reivindicada del método incluye la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién que incluye una secuencia peptidica correspondiente al dominio que interactia con TLR2 de MyD88
(TIDM) que se une al bucle BB solo de TLR2, pero no de otros TLR, e interrumpe la asociacidén entre TLR2 y MyD88.
La composicién inhibe las vias de sefializacién transducidas Unicamente por TLR2.

[0021] Una realizacién que no es segun la invencién reivindicada proporciona un método para tratar un trastorno
en un paciente, método que comprende administrar al paciente que necesite dicho tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicién que comprende un péptido que contiene un dominio de MyD88 que
interactia con TLR2. La cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que al menos reduce la sefializacién de
TLR2-MyD88. El trastorno es uno en el que la sefializacién del TLR2-MyD88 desempefia una funcién en la
patogenia de la enfermedad. Por ejemplo, el trastorno puede ser un trastorno neurolégico, tal como la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la demencia con cuerpos de Lewy, la enfermedad de Huntington o la
atrofia multisistémica. En otra realizacién, el trastorno es un trastorno autoinmunitario, tal como la esclerosis multiple
o la artritis reumatoide. En otra realizacién més, el trastorno es una infeccién bacteriana, una infeccién flngica, una
infeccién parasitaria, una infeccién virica, una septicemia o un absceso cerebral.

[0022] En una realizacidén, el péptido que incluye el dominio de MyD88 que interactia con TLR2 incluye la
secuencia PGAHQK (ld. de sec. n.°: 1). En otros casos, el péptido contiene entre 6 y 10 aminoacidos, incluida la Id.
de sec. n.°: 1. Por ejemplo, el péptido puede contener 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos, incluida la |d. de sec. n.°: 1. En
otra realizacién, el péptido incluye menos de 12, 13, 14 0 15 aminoéacidos.

[0023] En otra realizacion, el péptido estd unido a un vector de suministro que proporciona al menos uno de
suministro intracelular a la célula y acceso a través de la barrera hematoencefalica. El vector de suministro puede
ser un péptido de otra composicibn. En una realizacién, el vector de suministro es el homeodominio de
Antennapedia. Por ejemplo, el homeodominio de Antennapedia estd unido a un extremo C del péptido que
comprende un dominio de MyD88 que interactlia con TLR2. En una realizacidén preferida, la secuencia peptidica es
drgikiwfgnrrmkwkkP GAHQK (Id. de sec. n.®: 2).

[0024] Es de suma importancia descifrar el mecanismo del proceso patoldgico de la EA y desarrollar un enfoque
terapéutico neuroprotector eficaz para ralentizar o detener el avance de la enfermedad. Se sabe que los TLR
resuelven la respuesta inmunitaria innata al percibir patrones moleculares asociados a patdégenos y patrones
moleculares asociados al dafio endégeno (15). La microglia del SNC expresa la mayoria de los TLR conocidos hasta
la fecha y anteriormente los inventores han demostrado que, de entre los diferentes TLR, el Ap1-42 fibrilar requiere
TLR2 para estimular la inflamacién microglial (17). En consecuencia, varios estudios han ampliado este hallazgo al
demostrar una interaccién directa entre TLR2 y AR o a través del CD14 (18, 19, 33). Aqui, se describe una funcién
importante del TLR2 en la enfermedad de Alzheimer. Los inventores han detectado niveles mas altos de TLR2 en el
hipocampo y la corteza prefrontal de las personas con demencia de tipo EA en comparacién con las personas con
DCL o ADC. Si bien algunos estudios informaron sobre la participacién del TLR4 en la activacién microglial mediada
por AB, los inventores no han encontrado niveles mas altos de TLR4 en el SNC de las personas con demencia de
tipo EA, lo que indica la especificidad de su hallazgo. Se ha sefialado que el polimorfismo de TIr2 influye en la
susceptibilidad a la EA (34) y las PBMC de los pacientes con EA también expresan un aumento del nivel de TLR2
(35). En consonancia con el TLR2, también se ha observado una regulacién positiva de MyD88 en el SNC de
personas con demencia de tipo EA y, curiosamente, tanto el TLR2 como el MyD88 se correlacionaron positivamente
con la puntuacién de Braak. MyD88 también se correlacion6é negativamente con la funcién cognitiva.

[0025] Aunque el TLR2 es un miembro importante de la inmunidad innata, no habia ningun inhibidor especifico
para dirigirse al TLR2. Por lo tanto, mediante el andlisis estructural de la interaccién entre TLR2 y MyD88, los
inventores han disefiado un péptido correspondiente al dominio de MyD88 que interactia con TLR2 (TIDM) del bucle
CD. Dado que el bucle BB de TLR2 interactia con el bucle CD de MyD88, el péptido witTIDM interrumpe la
asociacién entre TLR2 y MyD88. Curiosamente, el péptido wiTIDM se acopla de manera que se dirija
especificamente al bucle BB del TLR2, pero no a otros TLR, lo que inhibe las vias de sefializacién transducidas
Unicamente por el TLR2. Dado que el péptido wtTIDM se dirige especificamente al TLR2 y el AB1-42 fibrilar requiere
TLR2 para la activacién microglial (17, 18), el péptido wtTIDM inhibe la activacién del NF-kB microglial y la
inflamacién inducidas solo por el LTA (un agonista conocido del TLR2) y el AB1-42 fibrilar, pero no por el MPP+, el
poli IC (un agonista del TLR3), el LPS (un agonista del TLR4), la flagelina (un agonista del TLR5) y el ADN CpG (un
agonista del TLR9), lo que indica la inhibicién selectiva de la via del TLR2 por el péptido wtTIDM. Ademas, en
consonancia con la interrupcién de la interaccién TLR2:MyD88, el péptido wtTIDM no funciona en ausencia de TLR2.

[0026] Los péptidos no modificados suelen tener vidas medias cortas debido a la rapida protedlisis en la sangre,
los rifiones o el higado y/o al aclaramiento renal acelerado, que son los principales desafios de la mayoria de las
terapias con péptidos. Sin embargo, se ha demostrado que la penetratina, el péptido penetrante celular derivado del
homeodominio de antennapedia de Drosophila (homeodominio Antennapedia), al ser rico en residuos con carga
positiva, ayuda a los péptidos de carga a transportarse a las células, evitando por lo tanto una protedlisis rapida (36,
37). Ademas, los péptidos no modificados no entran en el SNC y se ha visto que la penetratina puede atravesar la
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estrecha red endotelial y transportar los péptidos a través de la BHE (23, 38). Por lo tanto, los inventores probaron la
eficacia del péptido wiTIDM que contiene penetratina en ratones Tg y demostraron que el péptido wtTIDM reducia la
inflamaciéon microglial, disminuia la apoptosis neuronal y protegia la funcién cognitiva de la toxicidad de la EA.
Nuestras conclusiones se basan en lo siguiente. En primer lugar, después de la administracién intranasal, el péptido
TIDM entrd en el hipocampo. En segundo lugar, el péptido witTIDM, pero no el mTIDM, inhibié la activacién
hipocampica del NF-kB y la inflamacién microglial en ratones Tg. En tercer lugar, el péptido wtTIDM, pero no el
mTIDM, protegidé a las neuronas del hipocampo y a las proteinas receptoras NMDA y AMPA de la toxicidad del
Alzheimer en ratones Tg. En cuarto lugar, el péptido wiTIDM, pero no el mTIDM, también mejoré el aprendizaje
espacial y la memoria en ratones Tg. Ademés, no se observé ningln efecto secundario relacionado con el farmaco
(por ejemplo, pérdida del cabello, pérdida del apetito, pérdida de peso, infeccién adversa, etc.) en ninguno de los
ratones tratados con TIDM utilizados durante el estudio. Sin embargo, un estudio ha demostrado que la atenuacién
genética del TLR2 acelera el declive cognitivo en ratones Tg APP (39). Definitivamente es posible, ya que la
atenuacién completa del TLR2 elimina las vias de sefializaciéon del TLR2 basales e inducidas. Ademas, se ha
demostrado que el TLR2 funciona a través de vias tanto dependientes como independientes de MyD88 (40, 41) y la
belleza de este hallazgo es que el péptido TIDM se dirige solo a la via de sefializacién del TLR2 inducida
dependiente de MyD88 sin inhibir la actividad basal del TLR2.

[0027] Ya sea que las placas estén directamente relacionadas con la pérdida de memoria en la EA o no, la placa
amiloide es una de las caracteristicas patolégicas de la EA y también es importante observar que el tratamiento con
péptidos wtTIDM, pero no con mTIDM, redujo la carga de placas del hipocampo en ratones Tg. Sin embargo, en la
actualidad, no se sabe cémo el tratamiento con el péptido wtTIDM se acopla a la reduccién de las placas. La beta-
secretasa 1 (BACE1) es la enzima clave que inicia la formacién de la AR y se ha demostrado que la inhibicién de la
NF-kB evita la transactivacién del promotor de la BACE1 inducida por la AR y que la sobreexpresién de la BAPP
natural o con mutacién sueca no modifica la transactivaciéon de las construcciones promotoras de la BACE1 que
carecen del elemento sensible al NF-kB (42). Dado que el péptido wtTIDM suprime la activaciéon del NF-kB inducida
por AR, es posible que el péptido wtTIDM reduzca la carga de placa en los ratones Tg mediante la atenuacién de la
via NF-kB-BACE1.

[0028] No existe una terapia eficaz para detener la progresién de la EA. La administracién de diferentes
inhibidores de la colinesterasa, tales como Aricept®, Exelon®, Razadyne® Cognex® etc., ha sido el tratamiento
estandar para la EA (43). Sin embargo, a menudo se asocia con una serie de efectos secundarios y resultados
insatisfactorios. Aqui, los inventores han demostrado que los niveles de TLR2 y MyD88 estan regulados al alza en el
SNC de los pacientes con EA, que el TLR2 y la MyD88 se correlacionan positivamente con la puntuacién de Braak,
que el péptido wiTIDM se dirige solo al TLR2 sin modular otras vias de sefializacién y que, tras la administracién
intranasal, el péptido wtTIDM llega al hipocampo, suprime la activacion del NF-kB del hipocampo, inhibe la
inflamacién microglial, reduce la carga de placas, atenta la apoptosis neuronal y protege el aprendizaje y la memoria
en ratones Tg. Estos resultados sugieren que el direccionamiento selectivo del TLR2 por el péptido wiTIDM
intranasal puede tener importancia terapéutica en la EA. Ademés, el péptido witTIDM también mejord el deterioro
funcional y suprimié los procesos patolégicos de la EAE y la AIC en ratones. Por lo tanto, ademas de la EA, el
péptido TIDM también puede presentar una oportunidad para varios otros trastornos.

Composiciones farmacéuticas y modos de administracién

[0029] Los métodos de tratamiento descritos en la presente memoria y que no son segun la invencidn reivindicada
pueden incluir cualquier nimero de modos de administracién de la composicién peptidica o las composiciones
farmacéuticas de la composicién peptidica. Los modos de administracién pueden incluir comprimidos, pildoras,
grageas, capsulas de gel duro y blando, grénulos, pastillas, soluciones acuosas, lipidicas, oleosas u oftras,
emulsiones tales como emulsiones aceite en agua, liposomas, suspensiones acuosas U oleosas, jarabes, elixires,
emulsiones sélidas, dispersiones sélidas o polvos dispersables. Para la preparacién de composiciones farmacéuticas
para administracién oral, la composicién peptidica se puede mezclar con adyuvantes y excipientes habitualmente
conocidos y usados tales como, por ejemplo, goma arabiga, talco, almidén, azlcares (tales como, por ejemplo,
manitosa, metilcelulosa, lactosa), gelatina, agentes tensioactivos, estearato de magnesio, disolventes acuosos o no
acuosos, derivados de parafina, agentes reticulantes, dispersantes, emulsionantes, lubricantes. agentes
conservantes, agentes aromatizantes (por ejemplo, aceites etéreos), potenciadores de la solubilidad (por ejemplo,
benzoato de bencilo o alcohol bencilico) o potenciadores de la biodisponibilidad (por ejemplo, GELUCIRE). En la
composiciébn farmacéutica, el agente también se puede dispersar en una composicién de microparticulas, por
ejemplo, una composicién de nanoparticulas.

[0030] Para la administracién parenteral, la composiciéon peptidica o las composiciones farmacéuticas de la
composicién peptidica pueden disolverse o suspenderse en un diluyente fisioldgicamente aceptable, tal como, por
ejemplo, agua, tampén, aceites con o sin solubilizantes, agentes tensioactivos, dispersantes o emulsionantes. Como
aceites, por ejemplo y sin limitacién, se pueden usar aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de semilla de
algoddn, aceite de soja, aceite de ricino y aceite de sésamo. En términos mas generales, para la administracién
parenteral, el agente o las composiciones farmacéuticas del agente pueden estar en forma de una solucién o
suspensién acuosa, lipidica, oleosa o de otro tipo o incluso administrarse en forma de liposomas o
nanosuspensiones.
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[0031] En los métodos de tratamiento contemplados en la presente descripcién, la composicién peptidica se puede
usar sola o en composiciones junto con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la
presente memoria, la expresién “portador farmacéuticamente aceptable™ significa un relleno, diluyente, material
encapsulante o sustancia auxiliar de formulacién sélido, semisélido o liquido no téxico e inerte de cualquier tipo.
Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables son azlcares
tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa y sus
derivados, tales como carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta;
gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites tales como aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algodén; aceite de cartamo; aceite de sésamo; aceite de oliva; aceite de maiz y
aceite de soja; glicoles; tales como propilenglicol; ésteres tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes
tamponadores tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; &cido alginico; agua apirégena; solucién
salina isoténica; solucién de Ringer; alcohol etilico y soluciones de tampdn de fosfato, asi como otros lubricantes
compatibles no téxicos, tales como el laurilsulfato de sodio y el estearato de magnesio, asi como agentes colorantes,
agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes
y antioxidantes, también pueden estar presentes en la composiciéon, segln el criterio del formulador. Otros
excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados se describen en “Remington's Pharmaceutical Sciences”,
Mack Pub. Co., Nueva Jersey, 1991.

[0032] En determinadas realizaciones, la composiciéon peptidica se puede administrar por via oral a seres
humanos y otros animales. La composicién puede formularse para su administraciéon y los métodos de formulacién
son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Mack
Publishing Company, Easton, Pa., 19.2 edicién (1995)).

[0033] En algunas realizaciones, las formulaciones pueden ser formulaciones de liberacién sostenida, lo que
significa que liberan la composicion peptidica de manera constante durante un periodo de tiempo prolongado. En
otras realizaciones, las formulaciones pueden ser formulaciones de liberacién retardada, lo que significa que liberan
la composicién peptidica en un momento posterior al que sigue inmediatamente a su administracion.

[0034] Las composiciones farmacéuticas para su uso segun la presente descripcion pueden estar en forma de
soluciones o suspensiones liquidas estériles apirbgenas, capsulas recubiertas, polvos liofilizados u otras formas
conocidas en la técnica.

[0035] Las formas de dosificacién sélidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras,
polvos y granulos. En dichas formas de dosificacion sélidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un
excipiente o vehiculo inerte, farmacéuticamente aceptable tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico y/o a)
cargas o extensores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes, tales
como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, c)
humectantes, tales como glicerol, d) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato célcico, almidén de
patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos y carbonato sédico, e) retardadores de solucién, tales como
parafina, f) aceleradores de la absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes,
tales como, por ejemplo, alcohol acetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes, tales como caolin y bentonita
e i) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato
de sodio y mezclas de estos. En el caso de capsulas, comprimidos, y pildoras, la forma de dosificacién también
puede comprender agentes tamponadores.

[0036] También se pueden emplear composiciones sdélidas de un tipo similar como rellenos en cépsulas de
gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azlUcar de leche, asi como
polietilenglicoles de elevado peso molecular y similares.

[0037] Las formas de dosificacién sélidas de comprimidos, grageas, cépsulas, pildoras y grénulos se pueden
preparar con recubrimientos y coberturas tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos
en la técnica de la formulacién farmacéutica. Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también
pueden ser de una composicibn que libere el(los) ingrediente(s) activo(s) solo, o preferiblemente, en una
determinada parte del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los ejemplos de composiciones de
inclusién que se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras.

[0038] Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes
como se ha indicado anteriormente. Las formas de dosificacién sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras
y granulos se pueden preparar con recubrimientos y coberturas tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos
de control de la liberacién y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica. En
tales formas de dosificaciéon sélidas, el compuesto activo se puede mezclar con al menos un diluyente inerte tal
como sacarosa, lactosa o almidén. Dichas formas de dosificacién también pueden comprender, como es practica
normal, sustancias adicionales distintas de los diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes para la formacién de
comprimidos y otros coadyuvantes para la formacién de comprimidos, tales como estearato de magnesio y celulosa
microcristalina. En el caso de cépsulas, comprimidos, y pildoras, las formas de dosificacién también pueden
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comprender agentes tamponadores. Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también pueden ser
de una composicién que libere el(los) ingrediente(s) activo(s) solo, o preferiblemente, en una determinada parte del
tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusiéon que se pueden
usar incluyen sustancias poliméricas y ceras.

[0039] Las formas de dosificaciéon liquidas para administracién oral incluyen emulsiones, microemulsiones,
soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademés de los compuestos activos, las
formas de dosificacién liquidas pueden contener diluyentes inertes habitualmente utilizados en la técnica, tales
como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico,
alcohol isopropilico, carbonato de etilo, EtOAc, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3
butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semillas de algodén, cacahuete, maiz, germen,
oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan,
y mezclas de estos. Ademés de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes,
tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspensién, agentes edulcorantes, saborizantes y
perfumantes.

Ejemplos
Ejemplo 1: Sujetos humanos

[0040] Se analizaron treinta y tres casos con diagnéstico clinico previo a la muerte de ausencia de disfuncién
cognitiva (ADC; n =12), disfuncién cognitiva leve (DCL; n =11) y EA (n = 10) obtenidos del Rush Religious Order
Study (RROS) (44, 45) (tabla S1). Todos los participantes aceptaron una evaluacién clinica anual detallada y una
donacién de cerebro al fallecer.

Ejemplo 2: Evaluaciones clinicas y neuropatolégicas

[0041] Los criterios clinicos para el diagnéstico del ADC, la DCL y la EA se han descrito en otros lugares (44, 46).
Las pruebas clinicas y neuropsicolégicas finales, que incluyeron un Miniexamen Cognoscitivo (MEC) y una bateria
de 19 pruebas cognitivas, se realizaron dentro de los 2 afios anteriores a la muerte. Se dispuso de una puntuacién z
cognitiva global (GCS) que comprendia las 19 pruebas para todos los casos (47). La estadificacién de Braak de los
ovillos neurofibrilares (NFT) (48) se realiz6 como se ha descrito anteriormente (44). Se excluyeron del estudio los
sujetos con hallazgos patolégicos distintos de la EA (por ejemplo, ictus, enfermedad de Parkinson, demencia con
cuerpos de Lewy). La informacidn tisular y clinica esta protegida por las normas de la Health Information Privacy
Administration.

Ejemplo 3: Muestras de tejido y transferencia de Western

[0042] La corteza frontal superior (4rea 9 de Brodmann) se disecciond sin materia blanca en la autopsia con hielo
seco para evitar que se descongelara y se mantuvo a -80 °C hasta el ensayo. El tejido se homogeneizé y se procesé
como se describié anteriormente (22). Los extractos de tejido y los lisados celulares (30 ug) se sometieron a
electroforesis en geles de poliacrilamida Bis-Tris SDS al 8 o al 10% en un sistema de tampén continuo, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad) con un papel secante semiseco (Pierce) y se sometieron a
inmunoelectrotransferencia como se ha descrito anteriormente (22, 49-51). Las transferencias se convirtieron en
binario, se analizaron con ImagedJ (NIH) y se normalizaron para el control de carga (B-actina).

Ejemplo 4: Preparacién de TLR2 C-terminal (cTLR2)

[0043] La construccion de TLR2 de longitud completa (pLenti-cmyc-DDK/Ir2) se adquirié de Origene. El ¢cTLR2
(640-784 aminoacidos) marcado con c-myc se cloné en el vector lenti usando el kit de clonacién TOPO TA (K5310-
00; Life technologies). En resumen, se incorporé una secuencia de kozak en la parte superior del dominio TIR C-
terminal de TLR2. A continuacién, se cloné el cTLR2 en lentivector y, a continuacién, se empaqueté en lentivirus
utilizando células HEK293FT. Después de 48 h, el medio se recolecté y se concentré con el concentrador Lenti-X
(n.° de cat. 631231, Clontech). Esta solucién lentiviral concentrada se usé para la transduccién viral. La proteina
cTLR2 se aisld del lisado celular HEK293 haciéndola pasar a través de la columna de afinidad de Myc. La proteina
purificada se desal6 y se concentré usando un sistema de filtracién de corte molecular de 10 kD.

Ejemplo 5 - Resonancia de plasmones superficiales

[0044] Para analizar la unién del TLR2 con los péptidos TIDM, se llevaron a cabo experimentos de resonancia de
plasmones superficiales (RPS) utilizando un instrumento Reichert 4SPR (Reichert Technologies, Buffalo, NY). El
ensayo de unién se realizd usando un portaobjetos con sensor de oro con carboximetildextrano de 500 kDa
(Reichert Inc.) para capturar el TLR2. La inmovilizacién de proteinas se realizé a una velocidad de flujo de 30 pl/min
en PBS durante 3 minutos con una solucién de TLR2 de 0,8 mg/ml. Para la asociaciéon de analitos, se inyectaron
diferentes concentraciones de péptidos wtTIDM y mTIDM en el tampén de ejecucién de PBS durante 2,5 minutos a
una velocidad de 30 pl/min, seguido de una fase de disociaciéon de 3 minutos. La superficie del sensor se regenerd
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después de cada ciclo de disociacién, dejando que el tampén fluyera a 40 pl/min durante un minimo de 15 minutos.
Las sefiales obtenidas para la superficie unida al TLR2 se restaron de las sefiales obtenidas para la celda de
referencia segln el procedimiento estandar utilizando el software del sistema. La dependencia de la concentracién
de la sefial sustraida se analizd para determinar la afinidad de unién del TLR2 con los péptidos wtTIDM y mTIDM.

Ejemplo 6 - Ensayos de desplazamiento térmico

[0045] Los ensayos de cambio térmico se realizaron en una maquina termocicladora en tiempo real estandar 7500
de Applied Biosystems como se ha descrito anteriormente (52, 53). Para cada reaccién, se afiadi6 proteina
purificada (0,5 g a 1 pg) a 18 pl del tampén de cambio térmico suministrado con el kit y 1-2 yl de colorante. La
reaccién se colocd en la placa de PCR de 96 pocillos en la oscuridad y después se colocd en la maquina
termocicladora usando el siguiente programa de dos etapas [(25 °C durante 2 minutos) 1 ciclo; (27 °C durante 15
segundos, 26 °C durante 1 minuto) 70 ciclos; incremento automéatico de 1 °C para ambas etapas). El filtro se ajusté a
ROX sin filtro desactivador ni filtro pasivo.

Ejemplo 7: Analisis estructural por ordenador

[0046] Los inventores utilizaron Deep View 3.7p2, una herramienta analitica macromolecular en linea del Expert
Protein Analytical System (ExPASYy), para modelar las estructuras de los dominios TIR de diferentes TLR (TLR1,
TLR2, TLR4, TLRS, TLR6&, TLR7 y TLR9). Para evaluar la calidad de las estructuras modeladas, utilizaron la
herramienta Quality Measurement Analysis (QMEAN), una herramienta de puntuacién compuesta que estima la
calidad global de todo el modelo, asi como el analisis local por residuo de diferentes regiones dentro de un modelo.
La interaccion a nivel de residuo se evalué mediante el potencial del atomo de CP y las interacciones de largo
alcance se validaron mediante el potencial de todos los atomos. Se implementé un potencial de solvatacién para
analizar el estado de enterramiento de los residuos. La geometria local de cada estructura se analiz6 mediante un
potencial de angulo de torsién sobre tres amino4cidos consecutivos. La pose acoplada de los dominios TIR con el
péptido wiTIDM o mTIDM se obtuvo de la herramienta de acoplamiento proteina-proteina de cuerpo rigido Pydock.

Ejemplo 8: Animales y administracién intranasal de péptidos TIDM

[0047] Los ratones transgénicos B6SJL-Tg (APPSwFILon, PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas/J (5XFAD o
denominados aqui Tg) se adquirieron en Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME). Los ratones Tg machos de seis
meses de edad se trataron por via intranasal con péptidos witTIDM o mTIDM (0,1 mg/kg de peso corporal/2 d)
durante 30 dias. En resumen, los péptidos TIDM se disolvieron en 5 pl de solucién salina normal, los ratones se
mantuvieron en posicién supina y la solucién salina se administré a una fosa nasal utilizando una Pipetman.

Ejemplo 9: Induccién de EAE crénica y tratamiento con péptidos TIDM

[0048] Los ratones C57BL/6 machos se inmunizaron con 100 g de MOG35-55 como lo han descrito los
inventores (54, 55). Los ratones también recibieron dos dosis de toxina de tosferina (150 ng/ratén) 0 y 2 dias
después de la inmunizacién (dpi). A partir de 10 dpi, los ratones recibieron péptidos wtTIDM o mTIDM (0,1 mg/kg de
peso corporal/dia) por via intranasal.

Ejemplo 10: Induccién de artritis inducida por colageno (AIC) y tratamiento con péptidos TIDM

[0049] Se inmunizaron ratones DBA/1J machos (de 8 a 9 semanas de edad) por via intradérmica en la base de la
cola con 100 ug de colageno bovino de tipo Il emulsionado en adyuvante incompleto de Freund y H37RA de M.
tuberculosis. A 21 dpi, se estimulé a los ratones con una inyeccidn intraperitoneal de 100 g de coladgeno bovino de
tipo Il. Los ratones se trataron con péptidos wiTIDM o mTIDM (1 mg/kg de peso corporal/dia) por via intravenosa a
partir de 29 dpi.

Ejemplo 11: Preparacion de AR1-42 fibrilar

[0050] Se prepararon APR1-42 fibrilares (Anaspec, Fremont, CA) incubando péptidos recién solubilizados a 50 uM
en agua destilada estéril a 37 °C durante 5 dias (56). En la figura 27 se puede ver la morfologia de la AR1-42 fibrilar.

Ejemplo 12: Analisis de RT-PCR semicuantitativo

[0051] Se aisldé el ARN total del hipocampo usando el reactivo de ARN Ultraspec-Il (Biotecx Laboratories, Inc.,
Houston, TX) siguiendo el protocolo del fabricante. Para eliminar cualquier ADN genémico contaminante, el ARN
total se digiri6 con ADNasa. La RT-PCR se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente (23, 57) usando un kit de
RT-PCR (Clontech, Mountain View, CA).

Ejemplo 13 - Anélisis de PCR en tiempo real
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[0052] EI ARN digerido con ADNasa se analiz6 mediante PCR en tiempo real en el sistema de deteccién de
secuencias ABI-Prism7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) como se ha descrito anteriormente (23, 57).

Ejemplo 14: Ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA)
[0053] Se aislaron los extractos nucleares y se llevé a cabo el EMSA como se ha descrito anteriormente (22, 23).
Ejemplo 15: Laberinto de Barnes y laberinto en T:

[0054] Los experimentos con laberintos se realizaron como los describen los inventores (52, 57). En resumen, para
el laberinto de Barnes, los ratones se entrenaron durante 2 dias consecutivos, seguido de un examen el dia 3.
Después de cada sesién de entrenamiento, el laberinto y el tlnel de escape se limpiaban a fondo con un detergente
suave para evitar el olor instintivo debido al olor a ratén causado por el objeto conocido. El dia 3, el laberinto se
iluminé con una luz de alto vataje que gener6 suficiente luz y calor para motivar a los animales a entrar en el tunel de
escape, lo que permitié medir la latencia (duracién antes de que las cuatro patas estuvieran en el suelo de la caja de
escape) y los errores (respuestas incorrectas antes de que las cuatro patas estuvieran en el suelo de la caja de
escape).

[0055] Para el laberinto en T, los ratones también se habituaron en el laberinto en T durante dos dias en
condiciones de privacién de alimentos para que los animales pudieran comer recompensas de alimento al menos
cinco veces durante un periodo de entrenamiento de 10 minutos. Durante cada prueba, los ratones se colocaron en
el punto de partida durante 30 s y después se les obligd a girar por la rama derecha, siempre con cebo con chips de
alimento de colores. Después de cada sesiébn de entrenamiento, el laberinto en T se limpié a fondo con un
detergente suave. El dia 3, los ratones se sometieron a pruebas para determinar si hacian giros positivos y
negativos. El lado de la recompensa siempre esta asociado a una sefial visual. El nimero de veces que el animal se
come la recompensa de alimento se consideraria un giro positivo.

Ejemplo 16: Tarea de reconocimiento de objetos novedosos

[0056] Se realizé una tarea de reconocimiento de objetos novedosos para monitorizar la memoria a corto plazo,
como la han descrito otros (58) y los inventores (57). En resumen, durante el entrenamiento, los ratones se
colocaron en una nueva caja cuadrada (50,8 cm [20 pulgadas] de largo por 20,32 cm [8 pulgadas] de alto) rodeada
de un sensor de infrarrojos. Se colocaron dos juguetes de plastico (entre 6,35 cm [2,5 pulgadas] y 7,62 cm [3
pulgadas]) que variaban en color, forma y textura en lugares especificos del entorno a 45,72 cm [18 pulgadas] de
distancia entre si. Los ratones pudieron explorar libremente el entorno y los objetos durante 15 minutos y después
fueron colocados de nuevo en sus jaulas individuales. Después de 30 minutos, los ratones fueron devueltos al medio
ambiente con dos objetos en las mismas ubicaciones, pero ahora uno de los objetos familiares fue reemplazado por
un tercer objeto nuevo. A continuacién, se permitib nuevamente a los ratones explorar libremente ambos objetos
durante 15 minutos. Los objetos se limpiaron minuciosamente con un detergente suave.

Ejemplo 17: Inmunohistoquimica.

[0057] Los ratones se anestesiaron con inyectables de ketamina-xilazina y se perfundieron con PBS y después
con paraformaldehido al 4 % (p/v) en PBS, seguido de una diseccién del cerebro de cada ratdn para microscopia de
inmunofluorescencia (23, 59). En resumen, las muestras se incubaron en PBS que contenia Tween 20 al 0,05 %
(PBST) y sacarosa al 10 % durante 3 h y después sacarosa al 30 % durante una noche a 4 °C. A continuacién, el
cerebro se incluyé en O.C.T (Tissue Tech) a -80 °C y se proces6 para la crioseccién convencional. Las secciones
congeladas (30 uym) se trataron con etanol frio (-20 °C), seguido de dos aclarados en PBS, bloqueando con BSA al
3 % en PBST vy realizando un marcaje doble con dos anticuerpos (tabla S3). Tras tres lavados en PBST, las
secciones se incubaron adicionalmente con Cy2 y Cy5 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.). Las muestras
se montaron y se observaron con un microscopio de fluorescencia Olympus IX81. El analisis de recuento se realizé
utilizando el software Olympus Microsuite V con la ayuda del médulo de conteo tactil.

Ejemplo 18: Etiquetado de extremos de fragmentos de ADN:

[0058] Se realizé usando un kit disponible en el mercado (TdT FragELTM, Calbiochem) como se ha descrito
anteriormente (10, 22).

Ejemplo 19: ELISA para AB1-42 y AB1-40

[0059] Los tejidos del hipocampo se homogeneizaron en TBS, se sedimentaron durante 30 minutos x 150 000 g.
El sedimento se resuspendié en 3 volumenes (peso/volumen de peso del tejido original) de TBS + Triton X-100 al
1 %, se sedimentd durante 30 minutos x 150 000 g y el sobrenadante se recuperé y almacené. Las muestras se
analizaron para determinar la concentracién de proteina y se diluyeron 10 veces antes de realizar el ELISA segun
las instrucciones del fabricante (BioLegend).
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Ejemplo 20 - Anélisis estadistico

[0060] Los datos clinicos y bioquimicos de los tejidos humanos se compararon entre los diagnésticos mediante
pruebas no paramétricas (es decir, la prueba de Kruskal-Wallis o la prueba exacta de Fisher, con la correccién de
Dunn para comparaciones multiples), que son més resistentes a los valores atipicos, las anomalias y los tamafios de
muestra desiguales. Mediante correlaciones bilaterales de rangos de Spearman se evaluaron las asociaciones
variables entre las puntuaciones de las pruebas cognitivas y las densidades &pticas de las proteinas. Las
correlaciones no se ajustaron a la informacién demogréfica (es decir, edad, sexo, etfc.), ya que estos parametros no
fueron significativamente diferentes entre los grupos clinicos. Las pruebas estadisticas se realizaron con el programa
SPSS 19 (IBM) y la significacién se establecié en a = 0,05 (bilateral).

[0061] Las medidas del comportamiento de los ratones se examinaron mediante un ANOVA unidireccional
independiente utilizando SPSS. La homogeneidad de la varianza entre los grupos de prueba se examiné mediante la
prueba de Levene. Los anélisis a posteriori se realizaron mediante pruebas de Tukey o Games-Howell, cuando fue
apropiado. Otros datos se expresaron como medias + DE de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticas entre las medias se calcularon mediante la prueba de la t de Student (bilateral). Un valor de la p inferior
a 0,05 (p < 0,05) se consider6 estadisticamente significativo.

Ejemplo 21: Aprobacién del estudio

[0062] Los comités de investigaciones humanas del Rush University Medical Center aprobaron el estudio RROS.
Los animales se mantuvieron y los experimentos se realizaron segun las directrices de los Institutos Nacionales de
Salud de los EE. UU. y fueron aprobados por el comité institucional de cuidado y uso de animales del Rush
University Medical Center.

Ejemplo 22: Regulacién al alza de TLR2 en EA:

[0063] Para investigar la funcién del TLR2 en la patogenia de la EA, se monitorizé el nivel del TLR2 mediante un
analisis de inmunoelectrotransferencia en la corteza prefrontal (PFC; area de Brodmann 9) de 33 sujetos que
murieron a causa de la demencia de tipo EA (n = 10), deterioro cognitivo leve (DCL; n = 11) y personas de la misma
edad sin deterioro cognitivo (ADC; n = 12) (tabla S1). En cuanto a la edad, el sexo, el intervalo transcurrido desde la
muerte, el peso cerebral o las puntuaciones de Braak, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos
(tabla S1). A modo de comparacién, se incluyé TLR4. Dado que todos los TLR, excepto el TLR3, emplean MyD88,
también se investigd el MyD88. Los niveles de TLR2 y MyD88 en la PFC se alteraron significativamente entre los
grupos, y los casos de EA expresaron mas TLR2 y MyD88 en comparacidn con los casos de ADC y DCL (figuras 1A-
C y tabla S2). Por el contrario, el nivel de TLR4 no difirid significativamente entre los grupos (figuras 1A y D; tabla
S2). La correlacién de rangos de Spearman mostré que los niveles de TLR2 y MyD88 en la corteza prefrontal se
correlacionaron positivamente con la estadificaciéon de Braak (figuras 1E-F y tabla S2). Por otro lado, no se encontré
ninguna relacién entre el TLR4 y la puntuacién de Braak (figura 1G y tabla S2). Es importante destacar que el
MyD88 también se correlacion6 negativamente con el Miniexamen Cognoscitivo (MEC) y la puntuacién z cognitiva
global (GCS) (figuras 1H-M y tabla S2).

[0064] Para confirmar estos hallazgos, se realizé un anélisis de inmunofluorescencia con doble marcaje de las
secciones del hipocampo. Como era de esperar, el nivel de Iba-1 (marcador microglial) fue mayor en la corteza y el
hipocampo de la EA en comparacion con el ADC (figuras 8A-E). De manera similar a los resultados de la
transferencia de Western, se observaron niveles més altos de TLR2 (figura 8 A y figura 1NO) y MyD88 (figura 8B y
figuras 1P-Q) en la corteza y el hipocampo del cerebro con EA en comparaciéon con el ADC. De nuevo, no hubo
diferencia en la expresidén de TLR4 (figura 8C y figuras 1R-S).

Ejemplo 23: Regulacién al alza de TLR2 en ratones transgénicos (Tg) 5XFAD:

[0065] A continuacién, se examiné el estado de TLR2 y MyD88 en el hipocampo de ratones Tg 5XFAD. De manera
similar a lo observado en el SNC de los sujetos con EA, se observaron niveles mas altos de TLR2 (figuras 9A-B) y
MyD88 (figuras 10A-B) en la corteza y diferentes partes del hipocampo de los ratones Tg en comparaciéon con los
ratones no Tg de la misma edad. También se encontré un aumento de la inmunorreactividad de la Iba-1 y la
colocalizacién de muchas células positivas para la Iba-1 con TLR2 (figura 9B) y MyD88 (figura 10B) en la corteza y el
hipocampo de los ratones Tg. Los experimentos de transferencia de Western también confirmaron el aumento de
TLR2 (figuras 9C-D) y MyD88 (figuras 10C-D) en el hipocampo de ratones Tg en comparacién con ratones no Tg.

Ejemplo 24: Disefio de un péptido que corresponde al dominio de MyD88 que interactia con TLR2 (TIDM) para el
direccionamiento especifico de TLR2

[0066] Dado que no existe un inhibidor especifico del TLR2, con fines terapéuticos, los inventores trataron de
dirigirse al TLR2. Tras la unién al ligando, TLR2 funciona a través de MyD88 (14, 15). Por lo tanto, aplicaron la
herramienta de interaccién proteina-proteina de cuerpo rigido para modelar la interaccién entre el dominio de
interacciéon con TLR (TIR) de TLR2 y MyD88. Dado que las estructuras cristalinas de los TIR de los TLR de ratén no
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estaban disponibles, se adoptd una estrategia de modelado de homologia por ordenador para construir estructuras
tridimensionales de TIR a partir de todos los TLR diferentes (figuras 11A-G). Al igual que en el hallazgo anterior (20),
la pose de acoplamiento del complejo de MyD88 y TIR, derivada de los anélisis de modelado por ordenador de los
inventores, revel6 que el bucle BB del TLR2 estaba conectado con el bucle CD de MyD88 con una fuerte interaccién
de Van der Waals (VdW) (figura 2A). Por lo tanto, se disefié el siguiente péptido correspondiente al dominio de
MyD88 de interaccién con TLR2 (TIDM) del bucle CD para interrumpir la interaccién entre TLR2 y MyD88:

TIDM natural (wt): drgikiwfqnrrmkwkkPGAHQK (Id. de sec. n.°: 2)
TIDM mutado (m): drgikiwfgnrrmkwkkPGWHQD (Id. de sec. n.°: 3)

[0067] Se afiadié6 el homeodominio de Antennapedia (en minusculas) (drgikiwfgnrrmkwkk) en el extremo C de
estos péptidos para facilitar la permeabilidad celular. Los segmentos MyD88 son PGAHQK y PGWHQD,
respectivamente. Las mutaciones son de A a W y de K a D, respectivamente. Curiosamente, cuando la interaccioén
entre TIR de TLR2 y MyD88 se modelé con el péptido wtTIDM, se observé que el MyD88 estaba asociado con un
cierto grado de rotacién, dejando su bucle CD muy alejado del bucle BB de TLR2 (figura 2B). Segln el analisis de
Pydock, se descubrié que el péptido witTIDM estaba acoplado a la interfaz del bucle CD, la hélice aB y el bucle BB
del dominio TIR del TLR2 (figura 12A). Esa pose especifica del péptido wiTIDM impuso que su superficie VdW se
distribuyera sobre el bucle BB del TLR2 (figura 12A), lo que no fue posible en el caso del péptido mTIDM (figura
12B). Se observé que habia una fuerte interaccién electrostética (2,31 A°) entre el 4tomo NE1 del residuo de
histidina conservado (H82) del bucle CD y el atomo ND del residuo de histidina (H4) del péptido wtTIDM (figura 12C).
Las estructuras acopladas de mTIDM con TLR2 indicaron claramente que habia una interaccién electrostatica muy
débil (7,26 A®) entre el residuo H82 del bucle CD vy el residuo H4 del péptido mTIDM (figura 12C; panel derecho).
Ademas, la mutacién de wiTIDM de lisina a aspartato impuso una nube negativa, que también alej6 aun mas el
extremo C-terminal del mTIDM del bucle BB y mas hacia el surco de la hélice aB (figura 12B). También se midi6 la
posibilidad de interaccién de VDW en ese complejo midiendo la distancia de las goticulas de VDW entre dos
residuos cercanos de TLR2 y MyD88 (figura 12D). Se observé que habia una superposicién significativa de VdW
entre MyD88 y TLR2 en ausencia de wtTIDM. Sin embargo, cuando formaban complejos con wtTIDM, el bucle BB
del TLR2 y el bucle CD de MyD88 tenian poses alejadas entre si, lo que negaba cualquier posibilidad de interaccién
con VdW (figura 12E). Para comparar la afinidad de wtTIDM y mTIDM hacia el TLR2 desde otro dngulo, se realizé un
analisis de resonancia de plasmones superficiales (RPS). Primero se cloné y se purificd toda la proteina TLR2. Sin
embargo, no era estable y, dado que la proteina TLR2 completa tampoco esta disponible, se preparé solo el dominio
TIR C-terminal de la proteina TLR2 (cTLR2) mediante una estrategia de clonacién virica y se purificé la proteina
mediante una columna de afinidad myc (figura 2C). Los gréficos cinéticos (figuras 2D-E) mostraron claramente que
las dosis crecientes de wWtTIDM y mTIDM mostraban unién con el cTLR2. Sin embargo, el wtTIDM mostré una
afinidad mucho mas fuerte que mTIDM hacia cTLR2 (figura 2D-F). Segun el grafico de la respuesta de RPS en
equilibrio frente a la concentracién de péptido (figura 2F), la afinidad de WtTIDM (Kd =8 pM) por cTLR2 fue
aproximadamente 2,5 veces mas fuerte que la de mTIDM (Kd =19 pM). Para corroborarlo ain mas, se realizé un
ensayo de desplazamiento térmico, que revelé que 10 uM de péptido wtTIDM desplazaron fuertemente la curva de
fusién de cTLR2 (figura 2G). Por otro lado, se observé muy poco cambio para mTIDM (figura 2H). En conjunto, estos
resultados sugieren que el wiTIDM es un potente péptido de molécula pequefia que interfiere fuertemente con la
interaccién entre TLR2 y MyD88.

[0068] A continuacién, examinamos si WtTIDM tenia una afinidad similar hacia otros TLR. Curiosamente, los
analisis informaticos de los inventores revelaron que el péptido wtTIDM se acoplé lejos del bucle BB del TLR1 (figura
3A), TLR4 (figura 3B), TLR5 (figura 3C), TLR®6 (figura 3D), TLR7 (figura 3E) y TLR9 (figura 3F), lo que sugiere que el
wtTIDM se dirige especificamente al bucle BB de TLR2, pero no a otros TLR.

[0069] A continuacién, se examiné si el péptido wtTIDM podria alterar la asociacién fisica entre el TLR2 endégeno
y el MyD88. Anteriormente los inventores han precisado que la AR1-42 fibrilar activa la microglia a través del TLR2
(17). En este caso, mediante el analisis por inmunoelectrotransferencia de los inmunoprecipitados de MyD88 con
anticuerpos contra el TLR2, descubrieron que el tratamiento con AR1-42 fibrilar aumentaba la asociacién entre el
TLR2 y el MyD88 en las células microgliales y que esta interaccién era inhibida por el péptido wtTIDM, pero no por el
mTIDM (figuras 3G-H). La entrada mostré la presencia de una cantidad igual de TLR2 y MyD88 en diferentes
condiciones de tratamiento (figura 3G). Para comprender la especificidad, se examiné el efecto del péptido wiTIDM
en la interaccién entre TLR4 y MyD88. El LPS es un prototipo de agonista del TLR4. El tratamiento con LPS
aumenté la asociacién entre el TLR4 y el MyD88 en las células microgliales (figuras 3I-J) y, a diferencia de la
supresién de la interaccién TLR2:MyD88 (figuras 3G-H), el péptido wiTIDM no tuvo ningin efecto sobre la
interaccién entre TLR4 y MyD88 (figuras 3I-J). A continuacién, se examiné si el wtTIDM podria interferir con la
interaccién entre MyD88 y el TLR2 C-terminal (cTLR2) recién formado marcado con MyC. Por lo tanto, las células
microgliales se transdujeron con lentiviriones pLenti-cMyc-cTIr2 y, después de 48 h de transduccidn, las células se
trataron con AR1-42 fibrilar en presencia o ausencia de WwWITIDM/mTIDM durante 1h. El analisis por
inmunotransferencia de los inmunoprecipitados de MyD88 con anticuerpos contra el c-Myc mostré que la interaccion
entre el cTLR2 y el MyD88 recién formados en las células microgliales tratadas con AR1-42 fue inhibida por el
péptido wiTIDM, pero no por el mTIDM (figuras 3K-L).
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Ejemplo 25: El péptido TIDM inhibe la inflamacién microglial inducida por el Ap1-42 fibrilar y el 4cido lipoteicoico
(LTA), pero no el 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), el ARN bicatenario (poli IC), el lipopolisacérido bacteriano (LPS), la
flagelina y el ADN CpG:

[0070] La microglia que expresa diferentes TLR se activa en diversas condiciones patolégicas, tales como la
neurodegeneracién, la inflamacioén, la infeccién virica y bacteriana, etc. (7, 21). Por lo tanto, se investigé si el péptido
TIDM era capaz de suprimir la activacion microglial inducida por diferentes estimulos. Las células microgliales
pretratadas con diferentes concentraciones de péptidos wtTIDM y mTIDM durante 1 h se estimularon con AB1-42
fibrilar (un reactivo etiolégico de la EA), MPP+ (una toxina parkinsoniana), LTA (agonista del TLR2), poli IC (agonista
del TLR3), LPS (agonista del TLR4), flagelina (agonista del TLRS) y ADN CpG (agonista del TLR9). Como era de
esperar, la AB fibrilar (figura 4A), el MPP+ (figura 4D), el LTA (figura 4G), el poli IC (figura 14A), el LPS (figura 4J), la
flagelina (figura 4M) y el ADN CpG (figura 4P) indujeron la activacion del NF-kB en las células microgliales. Sin
embargo, los péptidos wtTIDM inhibieron la activacién fibrilar mediada por AR y LTA del NF-kB (figuras 4A y 4G). Por
el contrario, los péptidos wtTIDM siguieron siendo incapaces de suprimir la activacién del NF-kB en las células
microgliales inducida por el MPP+ (figura 4D), poli IC (figura 14A), LPS (figura 4J), flagelina (figura 4M) y ADN CpG
(figura 4P). Estos resultados fueron especificos, ya que los péptidos mTIDM no tuvieron ningln efecto sobre la
activacion del NF-kB inducida por ninguno de los estimulos. La activacién de la via clasica del NF-kB implica la
fosforilacién del IkBa seguida de la translocacién nuclear de p65 y p50. Por lo tanto, también se investigd el efecto
del péptido wtTIDM sobre la translocacién nuclear de p65 y p50 en la microglia activada. Como era de esperar, se
observé un aumento de la translocacién nuclear de p65 y p50 en las células microgliales en respuesta a la Ap1-42
fibrilar (figuras 15A-C) y al LPS (figuras 15D-F). Sin embargo, el tratamiento con el péptido wtTIDM inhibid la
translocacién nuclear de p65 y p50 en células microgliales estimuladas con ApR1-42 fibrilar (figuras 15A-C), pero no
con LPS (figuras 15D-F), lo que indica la especificidad del péptido wtTIDM. Para confirmar estos resultados, también
se monitoriz6 la expresion de IL-1B e INOS, moléculas proinflamatorias que son impulsadas por la activacién del NF-
KB. Todos los estimulos indujeron la expresion de IL-1B e iNOS en las células microgliales (figuras 4B-C, 4E-F, 4H-,
4K-L, 4N-O, 4Q-R, figuras 13A-F y figuras 14B-D). En consonancia con el efecto del wtTIDM sobre la activacidn del
NF-kB, los péptidos wtTIDM inhibieron la expresién de moléculas proinflamatorias inducidas Unicamente por la AR
fibrilar (figuras 13A y 4B-C) y LTA (figura 13C vy figuras 4H-I), pero no por MPP+ (figura 13B y figuras 4E-F), poli IC
(figuras 14B-D), LPS (figura S6D vy figuras 4K-L), flagelina (figura 13E y figuras 4N-O) y ADN CpG (figura 13F y
figuras 4Q-R). Estos resultados sugieren que el péptido wtTIDM inhibe especificamente la inflamaciéon microglial
inducida por los agonistas del TLR2, pero no por otros TLR.

Ejemplo 26: El péptido wtTIDM no inhibe la activacién fibrilar de la microglia inducida por el Ap1-42 en ausencia de
TLR2:

[0071] Dado que el péptido wtTIDM interrumpid la asociacién fisica entre TLR2 y MyD88, como prueba de
viabilidad mecanica, se examin6 el efecto del péptido wtTIDM en la activacién de la microglia Tlr2-/- inducida por
AB1-42. Al igual que las células microgliales BV-2, los péptidos fibrilares AB1-42 indujeron fuertemente la activacion
del NF-kB en la microglia primaria aislada de ratones WT, que fue inhibida por el péptido wtTIDM (figura 16A). Por
otro lado, los péptidos fibrilares AB1-42 indujeron débilmente la actividad de unién al ADN del NF-xB en la microglia
TIr2-/- (figura 16A). Sin embargo, a diferencia de la microglia WT, el péptido wtTIDM siguié siendo incapaz de inhibir
la activacion fibrilar del NF-xB inducida por el AB1-42 en la microglia TIr2-/- (figuras 16A-B). Para confirmarlo aln
mas, también se midieron los niveles de citocinas proinflamatorias comunes (TNFa e IL-1B) en los sobrenadantes.
De manera similar a la activacién del NF-kB, la induccién de la produccién de TNFa e IL-1B por el AR1-42 fibrilar fue
baja en la microglia TIr2-/- en comparacién con la microglia WT (figura 16C-F). Sin embargo, el péptido wtTIDM
inhibi6é la produccién fibrilar de TNFa e IL-1f inducida por el péptido AR1-42 en la microglia WT, pero no TIr2-/-
(figuras 16C-F), lo que sugiere que el péptido wtTIDM necesita TLR2 para presentar su funcion.

Ejemplo 27: La administracion intranasal del péptido wtTIDM inhibe la inflamacién, reduce la carga de placas y
disminuye la hiperfosforilacién de tau en el hipocampo de ratones Tg 5XFAD:

[0072] Cada vez estd méas claro que la inflamacion glial desempefia una funcién importante en la pérdida de
neuronas en la EA y otros trastornos neurodegenerativos (7, 9, 22-24). Dado que el péptido WtTIDM inhibid
especificamente la activacion microglial fibrilar mediada por la AB1-42, los inventores decidieron probar su
traducibilidad terapéutica en ratones Tg 5XFAD. Primero se determind si el péptido wiTIDM podia entrar en el
hipocampo. Los ratones Tg se trataron con péptidos TIDM por via intranasal y, después de 60 minutos de
administracién, se detectd el péptido wtTIDM en el hipocampo de los ratones Tg mediante espectrometria de masas
acoplada a ionizacién por electropulverizacién (figuras 5A y C). Por el contrario, el hipocampo de los ratones Tg
tratados con solucién salina no mostré ningln pico para el péptido witTIDM (figura 5B). El nivel del péptido wtTIDM
fue de 23,33 + 14,14 ng por gramo de tejido cerebral en el hipocampo de los ratones Tg tratados con witTIDM, en
comparacién con cero en los ratones Tg tratados con solucién salina. Mediante escaneo infrarrojo, también se
detectd el péptido TIDM en el hipocampo después del tratamiento intranasal (figura 17). Por lo tanto, después de la
administracién intranasal, el péptido TIDM entra en el hipocampo.

[0073] A continuacién, se investigé si el péptido TIDM intranasal era capaz de modular la activacién del NF-kB en
el hipocampo de los ratones Tg. Como se ve en la inmunofluorescencia con doble marcaje de las secciones del
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hipocampo, los niveles de Iba-1 y fosfo-p65 fueron notablemente mas altos en los ratones Tg en comparacién con
los ratones no Tg (figuras 5D-H). Sin embargo, el tratamiento intranasal de los ratones Tg con péptidos wtTIDM, pero
no mTIDM, condujo a la supresién tanto del Iba-1 como del fosfo-p65 en el hipocampo de los ratones Tg (figura 5D-
H). Esto también se confirmd mediante el anélisis por transferencia de Western de los tejidos del hipocampo (figuras
18A-B). Ademas, se sabe que la microglia activada expresa iNOS (21, 25). En consecuencia, la microglia del
hipocampo de los ratones Tg también fue positiva para iINOS (figura 19 y figuras 5l-J). Sin embargo, el péptido
wtTIDM, pero no el mTIDM, suprimié la expresién de INOS en el hipocampo de los ratones Tg (figura 19 y figuras 5I-
J). El analisis de transferencia de Western también confirma la inhibicién de la expresién de INOS en el hipocampo
mediante el tratamiento con péptidos con witTIDM, pero no con mTIDM (figuras 5K-L).

[0074] La placa amiloide es una caracteristica importante de la patologia de la EA, que se modela en ratones Tg
5XFAD (26, 27). Por lo tanto, a continuacién, los inventores examinaron si el tratamiento con wtTIDM era capaz de
reducir la carga de placas amiloides del hipocampo de los ratones Tg. La inmunotincién de secciones del hipocampo
con el mAb 82E1 (figuras 5M-O), asi como el analisis por transferencia de Western de los tejidos del hipocampo con
el mAb 6E10 (figuras 5P-Q) y el mAb 82E1 (figuras 20A-B) mostraron un nivel notablemente superior de péptidos AR
en el hipocampo de los ratones Tg en comparacién con los ratones no Tg. Del mismo modo, el ELISA de suero
(figuras 21A-B), fracciones del hipocampo extraidas con TBS (figuras 21C-D) y fracciones del hipocampo extraidas
con (TBS+Triton X-100) (figuras 21E-F) también demostraron un notable aumento de los niveles de AR1-40 y Ap1-42
en ratones Tg en comparacidén con los ratones no Tg. Sin embargo, se observé una disminucién significativa de la
AR con el tratamiento con wiTIDM, pero no con el mTIDM (figuras 20A-B, figuras 21A-F y figuras 5M-Q). Estos
resultados sugieren que la administracién intranasal de wtTIDM es capaz de reducir la carga de AR en el hipocampo
de ratones 5XFAD.

[0075] La hiperfosforilacion de tau es otra caracteristica destacada de la patologia de la EA (28, 29). Se ha
demostrado que la hiperfosforilacién en Ser396 de tau se produce en el hipocampo de ratones 5XFAD en una etapa
mucho mas temprana que la aparicién de un deterioro del aprendizaje y la memoria (30). Por lo tanto, se examiné el
efecto del tratamiento con péptido TIDM sobre el estado de la fosforilacién de tau in vivo en el hipocampo de ratones
Tg. El analisis por inmunoelectrotransferencia indica un notable aumento de fosfo-tau en los extractos del hipocampo
de ratones Tg en comparacién con los ratones no Tg (figuras 22A-B). Sin embargo, el tratamiento de ratones Tg con
el péptido wtTIDM, pero no con mTIDM, condujo a la supresiéon de la fosfo-tau en el hipocampo sin afectar al nivel
total de proteina tau (figuras 22A-B), lo que indica que el tratamiento con el péptido WtTIDM es adecuado para
disminuir la fosforilacion de tau en el hipocampo de los ratones Tg.

Ejemplo 28: Reduccién de la apoptosis neuronal y proteccién de la memoria y el aprendizaje en ratones Tg 5XFAD
mediante la administracién intranasal del péptido wtTIDM:

[0076] Dado que la neuroinflamacién puede estar asociada con la apoptosis neuronal, a continuacién, se examind
si el tratamiento con el péptido wiTIDM podia reducir la apoptosis neuronal en el hipocampo de los ratones Tg.
Varios cuerpos positivos para TUNEL se localizaron conjuntamente con NeuN en el hipocampo de ratones Tg en
comparacién con ratones no Tg (figuras 6A-C). Sin embargo, el péptido witTIDM, pero no mTIDM, atenué la
apoptosis neuronal en el hipocampo (figuras 6A-C). Este resultado se confirmé mediante la deteccién de la caspasa
3 escindida. Como era de esperar, el nivel de caspasa 3 escindida aumenté en el hipocampo de los ratones Tg
(figuras 6D-E). Sin embargo, el tratamiento de ratones Tg con el péptido wtTIDM, pero no con mTIDM, redujo el nivel
elevado de caspasa 3 escindida en el hipocampo (figuras 6D-E), lo que sugiere que el tratamiento con el péptido
wtTIDM es capaz de disminuir la apoptosis neuronal in vivo en el hipocampo de los ratones Tg. En consecuencia, los
niveles de moléculas relacionadas con la plasticidad (PSD-95, NR2A y GluR1) disminuyeron en el hipocampo de los
ratones Tg en comparacién con los de los ratones no Tg (figuras 6F-l). Sin embargo, en consonancia con la
supresién de la apoptosis neuronal, el tratamiento de ratones Tg con el péptido wtTIDM, pero no con mTIDM,
condujo a una restauracién significativa de las proteinas PSD-95, NR2A y GIuR1 in vivo en el hipocampo (figura 6F-

).

[0077] EI objetivo final de la neuroproteccién en la EA es mejorar y/o proteger la memoria. Las principales
funciones del hipocampo son generar y organizar la memoria a largo plazo y el aprendizaje espacial. Por lo tanto, se
examind si el péptido witTIDM protegia la memoria y el aprendizaje en ratones Tg. Como se esperaba, los ratones Tg
tardaron mucho mas en encontrar el agujero con recompensa de alimento y presentaron una latencia mayor
[p < 0,001 (=0,0000213)] con errores mayores [p < 0,001 (=0,0000251) en el laberinto de Barnes en comparacién
con los ratones no Tg. Sin embargo, el tratamiento con witTIDM mejord significativamente las funciones de memoria
de los ratones Tg como se observa por la latencia [F3,28 = 93,153, p < 0,001 (=0,0000112)] (figura 6J) y el numero
de errores [F3,28 = 36,339, p < 001(=0,0000863)] (figura 6K). Las funciones de memoria de los ratones tratados con
wtTIDM también eran mejores a la hora de ubicar el agujero con la recompensa con menor latencia [p < 0,001
(=0,0000600)] y menos errores [p < 0,001 (=0,0000579)] en comparaciéon con los ratones tratados con mTIDM.
Similarmente, en el laberinto en T, los ratones Tg sin tratar también presentaron un menor nimero de giros positivos
[p < 0,001 (=0,0000440)] y un mayor nimero de giros negativos [p < 0,001 (=0,000223)] que los ratones no Tg de la
misma edad (figuras 6L-M). Sin embargo, el tratamiento con wtTIDM mostrdé un efecto significativo en los giros
positivos correctos [F3,28 = 31,475, p < 0,001 (=0,0000411] (figura 6L) y también un menor nimero de errores
[F3,28 = 26,653, p < 0,001 (=0,0000235] (figura 6M) por parte de los ratones Tg. De nuevo, los ratones tratados con
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witTIDM presentaron un mayor numero de giros positivos [p <0,001 (=0,0000954)] y menos giros negativos
[p < 0,001 (=0,000123)] en comparacién con los ratones Tg tratados con mTIDM (figuras 6L-M). Los inventores
también monitorizaron la memoria a corto plazo de los ratones Tg mediante la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos (NOR). Los ratones Tg presentaron déficits significativos [p < 0,001 (=0,0000149)] en la prueba de NOR
demostrados por el indice de discriminacién (figura 6N) en comparacién con los ratones no Tg de la misma edad. Sin
embargo, los ratones tratados con el péptido wtTIDM mostraron una mejora significativa (p < 0,001) en la memoria a
corto plazo en comparacién con los ratones Tg sin tratar o los Tg tratados con mTIDM (figura 6N). Por otro lado, las
actividades de motricidad gruesa de los ratones Tg y no Tg fueron casi similares (figura 23). Ademés, ni el péptido
wtTIDM ni el mTIDM modularon las actividades de motricidad gruesa en los ratones Tg, como se desprende del
nimero de movimientos, la actividad horizontal, el tiempo de descanso y la estereotipia (figuras 23A-D), lo que
sugiere que la mejora de la memoria mediante el tratamiento con el péptido wtTIDM no se debe a ninguna alteracién
en las actividades de motricidad gruesa.

Ejemplo 29: El péptido wtTIDM requiere TLR2 para reducir las placas y mejorar la memoria en ratones Tg 5XFAD:

[0078] Para confirmar que el péptido witTIDM requiere de hecho que el TLR2 presente su funcién in vivo, se
cruzaron ratones TIr2-/- con ratones Tg para crear ratones 5XFAD nulos para TIr2 (Tg-Tlr2-/-). La atenuacién del
TIr2 no alteré la insercién o expresion de los transgenes 5XFAD, y viceversa (figura S24A). Los ratones WT, Tlr2-/-,
Tg y Tg-TIr2-/- de seis meses no difirieron significativamente con respecto al peso corporal bruto o al peso cerebral
hdimedo (figuras 24B-C). Tampoco se encontraron diferencias fenotipicas manifiestas, incluidas la dieta, los bolos
fecales, la interaccién social y la agitacién entre los genotipos a esta edad. Aunque el péptido wiTIDM redujo la
carga de placas y mejord el aprendizaje espacial y la memoria en ratones Tg (figuras 5-6), sigui6 siendo incapaz de
hacerlo en ratones Tg-TIr2-/- (figuras 24D-G), lo que indica que el péptido wtTIDM es ineficaz en ausencia de TIr2.

Ejemplo 30: El péptido wiTIDM, pero no el mTIDM, suprime el proceso patolégico de la encefalomielitis alérgica
experimental (EAE) y la artritis inducida por colageno (AIC) en ratones:

[0079] Al ser un miembro importante de las vias inmunitarias innatas, la sefializacién del TLR2 dependiente de
MyD88 desempefia una funcién importante en la patogenia de una amplia variedad de trastornos infecciosos y
autoinmunitarios (31, 32). Por lo tanto, se examiné si la funcién del péptido wtTIDM se limitaba solo a ratones 5XFAD
o también a otros modelos de enfermedad. La EAE es el modelo animal de esclerosis multiple (EM) ampliamente
utilizado y la forma crénica de la EAE se modela en ratones C57/BL6 machos tras la inmunizacién con MOG35-55.
De manera similar a su efecto en ratones SXFAD, el tratamiento intranasal de ratones con EAE con el péptido
wtTIDM inhibi6é fuertemente los sintomas clinicos de la EAE (figura 7A). Al comparar las medias entre grupos con
analisis de comparaciones mlltiples de Dunnett, se descubrié que habia una diferencia significativa de las medias
entre EAE y EAE+wtTIDM (p ajustado < 0,001). Por otro lado, el péptido mTIDM no tuvo ningln efecto (figura 7A), lo
que sugiere la especificidad del efecto. Como era de esperar, la induccién de la EAE redujo las actividades
locomotoras en ratones, lo que resulta evidente por el anélisis del grafico croméatico (figura 7B), la distancia recorrida
(figura 7C), el levantamiento (figura 7D), la velocidad (figura 7E) y la aceleracién (figura 7F). El andlisis de la huella
(figura 25) también indicd una disminucidén en la longitud de la zancada (figura 7G) y la longitud de la punta (figura
7H) y un aumento en la longitud de balanceo (figura 71) y la extensién de los dedos de los pies (figura 7J) en ratones
con EAE en comparacién con los ratones normales. También se encontré que los ratones con EAE arrastraban los
dedos con frecuencia (figura 25). Sin embargo, el tratamiento intranasal con el péptido wtTIDM, pero no con mTIDM,
mejoré las actividades locomotoras y normalizd las huellas en ratones con EAE (figuras 7A-K y figura 25). La AIC es
un modelo animal de artritis reumatoide muy utilizado. Al igual que en los ratones EAE, el péptido wiTIDM, pero no
mTIDM, también disminuyé los sintomas clinicos de la AIC en ratones (figura 7L). Al comparar las medias entre
grupos con anélisis de comparaciones multiples de Dunnett, se descubrié que habia una diferencia significativa de
las medias entre AIC y AIC+wtTIDM[p ajustado = 0,0148 (<0,05)]. El péptido wtTIDM también mejord las actividades
locomotoras (figuras 7N-R) y mejord el comportamiento de la huella (figuras 7S-V y figura 26).

Ejemplo 31: La administracién intranasal del dominio del péptido MyD88 que interactia con TLR2 (TIDM) reduce la
a-sinucleinopatia: Implicaciones para la enfermedad de Parkinson, la atrofia multisistémica y la demencia con
cuerpos de Lewy

[0080] Los hallazgos patolégicos de la enfermedad de Parkinson (EP) incluyen una pérdida selectiva de neuronas
dopaminérgicas en el SNpc y la presencia de agregacién intracitoplasmética de la proteina a-sin en forma de
cuerpos de Lewy en las neuronas supervivientes. Ademas de la EP, la acumulacién de a-sin también es una
caracteristica patolégica importante de la demencia con cuerpos de Lewy (DCL) y atrofia multisistémica (AMS). Por
lo tanto, la disminucién de la patologia con cuerpos de Lewy tiene importancia terapéutica en la EP, la DCL y la
AMS. La activacién microglial desempefia una funcién importante en la patogenia de las enfermedades con cuerpos
de Lewy y se ha demostrado que la a-sin fibrilar requiere TLR2 para la activacién de la microglia. Recientemente, los
inventores han demostrado que el péptido correspondiente al dominio de MyD88 que interactlia con TLR2 (TIDM)
inhibe selectivamente la activaciéon de TLR2. Este estudio subraya la importancia del péptido TIDM para reducir la a-
sinucleinopatia. La administracién intranasal del péptido TIDM natural (wt) redujo la expresién microglial del 6xido
nitrico sintasa inducible (iINOS) en la sustancia negra de ratones transgénicos AS53T (figuras 28 A-B). Aunque el
péptido wtTIDM inhibié la expresién de iINOS, se observé un aumento de la arginasa-1 en la sustancia negra de los
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ratones AS3T después del tratamiento con wtTIDM (figuras 29 A-B), lo que sugiere cambiar la activacién microglial
del modo M1 al M2 mediante el péptido WiTIDM. El tratamiento intranasal diario de ratones AS3T con el péptido
wtTIDM también condujo a una reduccién de la a-sin oligomérica y monomérica (figuras 30 A-C) y a la supresién de
los cuerpos de inclusién de a-sin dentro de las neuronas dopaminérgicas positivas para la tirosina hidroxilasa
(figuras 31 A-D). También se observd una disminucién de la a-sin microglial en la sustancia negra de los ratones
AS3T después del tratamiento con el péptido wiTIDM (figuras 32 A-B). Finalmente, el tratamiento con el péptido
witTIDM mejoré las actividades locomotoras de los ratones A53T (figuras 33 A-E). Estos resultados fueron
especificos ya que el péptido TIDM mutado no presentd ningun efecto protector de este tipo en ratones A53T. Por lo
tanto, el tratamiento intranasal del péptido wtTIDM puede ser beneficioso para la EP, la AMS y la DCL.
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Tabla $1

Tabla S1: Caracteristicas clinicas y patolégicas de las muestras humanas

Numero de muestras AIC (n =12) DCL (n=11) EA (n=10)
Edad (afios) al fallecer 82,18+5,13 84,87+6,23 88,73+5,89
Numero de hombres 4 7 5
Numero de mujeres 8 4 5
Numero de alelos ApoE e4 4 2 5
MEC 27,25%2,77 25,95+1,92 13,30+5,27
GCS 0,44+0,32 0,09+0,27 -1,13+£ 0,39
PMI (horas) 7,45+6,36 5,15+£3,12 6,57+3,33
Distribucién de las puntuaciones de Braak
Sin EA 0 0
1”1 2 1
Y 10 7 5
VIVI 0 2 4
NIA Reagan
Sin EA 0 0 0
Baja 5 3 1
Intermedia 7 7 6
Alta 0 1 3
CERAD
Sin EA 5 3 0
Posible 0 0 0
Probable 5 6 6
Seguro 2 2 4

enfermedad de Alzheimer

ADC, ausencia de deterioro cognitivo; DCL, deterioro cognitivo leve; AD, enfermedad de Alzheimer; ApoE,
apolipoproteina E; MEC, Miniexamen Cognoscitivo; GCS, puntuacién z cognitiva global; IPM, intervalo posmortal;
NIA, Instituto Nacional de Envejecimiento de los EE. UU.; CERAD, consorcio para establecer un registro de la

Tabla S2

Tabla S2: Correlaciones de TLR2, TLR4 y MyD88 con las puntuaciones de las pruebas cognitivas

ADC DCL EA o Por pares rs®

MEC GCS Braak

MyD88 6,38+126 1469+441 4566+7,72 <001 ADC,DCL< -0,538, -0,475, 0,371,
EA p=0001 p=0005 p=0,033

TLR2 34,75+6,05 29,98 £ 11,44 69,37 + 11,47 0,018 ADC, DCL < -0,278, -0,177, -0,463,
EA p=0117 p=0326 p=0,007

TLR4 1536+3,82 1461+£492 10,55+1,61 0,620 N/A -173, 0,047, -0,012,
p=0336 p=0794 p=0,047

Los homogeneizados de la corteza prefrontal de ADC, DCL y EA se sometieron a inmunoelectrotransferencia con
anticuerpos contra TLR2, TLR4 y MyD88. Se us6 B-actina para normalizar la carga. Los valores representan la
media £+ SEM (rango). Los niveles de proteina de TLR2, TLR4 y MyD88 se correlacionaron con MMSE, GCS y
Braak. AD, enfermedad de Alzheimer; DCL, deterioro cognitivo leve, ADC, ausencia de deterioro cognitivo: MEC,
Miniexamen Cognoscitivo; GCS, puntuacién z cognitiva global. 2Prueba de Kruskal-Wallis corregida para
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comparaciones mlltiples; Correlaciéon de rangos de Spearman (bilateral), sin ajustar.

Tabla S3

Tabla S3. Anticuerpos, fuentes, aplicaciones y diluciones utilizadas

Anticuerpo Fabricante Catalogo |Anfitrion |Aplicacion |Dilucién/cantidad
TLR2 Millipore 06-1119 Conejo WBI/IF 1:1000/1:100
TLR4 Abcam Ab13556 |Conejo WBI/IF 1:1000/1:150
MyD88 Millipore AB16527 |Conejo WB 1:1000
MyD88 Abcam Ab2068 Conejo IF 1:150

MyD88 Santa Cruz Sc11356  [Conejo IP 2 Jg/reaccion
B-actina Abcam AbB276 Ratén WB 1:6000

6E10 Covance sig-39320 [Ratén WB 1:1000
p6555% fosforilado Seifializacién celular 30318 Conejo WB/IF 1:1000

82El IBL 10323 Ratén IHC 1:1000

Iba-1 Abcam Ab5076 Cabra IF 1:500

GFAP Dako 20334 Conejo WB/ IF 1:1000/1:2000
NeuN Millipore NAB377 Ratén IF 1:500

iNOS BD Biosciences 610432 Ratdn WB/IF 1:200
Caspasa 3 escindida Santa Cruz sc-7148 Conejo WB 1:100

PSD95 Abcam Ab2723 Ratén WB 1:1000

NR2A Sefializacién celular 42058 Conejo WB 1:250

GIuRA1 Sefializacién celular 131855 Conejo WB 1:250

WB, Western blot; IP, inmunoprecipitaciéon; IHC, inmunohistoquimica; IF, inmunofluorescencia
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende un péptido con la secuencia drqikiwfgqnrrmkwkkPGAHQK (Id. de sec. n.”:
2) para su uso como medicamento, en donde el uso comprende administrar al paciente que necesite dicho
tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicién, en donde la cantidad terapéuticamente
eficaz es una cantidad que al menos reduce la sefializacién de TLR2-MyD88.

Una composicion que comprende un péptido con la secuencia drqikiwfgqnrrmkwkkPGAHQK (Id. de sec. n.”:
2) para su uso en el tratamiento de un trastorno en el que la sefializacién de TLR2-MyD88 desempefia una
funcién en la patogenia de la enfermedad,

en donde el uso comprende administrar al paciente que necesite dicho tratamiento una cantidad
terapéuticamente eficaz de la composicién, en donde la cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad
que al menos reduce la sefializacién de TLR2-MyD88;

en donde el trastorno se selecciona del grupo que consiste en la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson, la demencia con cuerpos de Lewy, la enfermedad de Huntington, la atrofia multisistémica, la
esclerosis multiple o la artritis reumatoide.

La composicién para su uso segun la reivindicaciéon 1 o la reivindicacidén 2, en donde el péptido se une a un
vector de suministro que proporciona al menos uno de suministro intracelular a la célula y acceso a través
de la barrera hematoencefalica.

La composicién para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el vector de
suministro es el homeodominio de Antennapedia.

La composicidén para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la composicién
comprende ademés al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicién para su uso segun la reivindicaciéon 5, en donde la composicién se administra por via
intranasal.

La composicién para su uso segun la reivindicacién 5, en donde la composicién se administra por una via
seleccionada del grupo que consiste en las vias oral, subcutanea, intraarticular, intradérmica, intravenosa,
intraperitoneal e intramuscular.

La composicién para su uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el paciente es un
paciente humano.

Una composicién que comprende una secuencia peptidica PGAHQK (ld. de sec. n.°: 1) unida a un vector
de suministro que proporciona al menos uno de suministro intracelular a la célula y acceso a través de la
barrera hematoencefélica, en donde el vector de suministro es el homeodominio de Antennapedia.

La composicién de la reivindicacién 9, en donde la secuencia peptidica es drqikiwfgnrrmkwkkPGAHQK (Id.
de sec. n.°: 2).
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