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DESCRIPCION
Péptidos derivados del propéptido NTSR3 y su uso en el tratamiento de la depresion
Campo técnico de la invencién

La presente invencién se refiere a péptidos cortos derivados del receptor 3 de la neurotensina (NTSR3) y a su uso en
distintas patologias (diabetes, cancer, epilepsia, accidente cerebrovascular, patologias neurodegenerativas, etc.),
concretamente en el tratamiento de patologias psiquiatricas, en particular de pacientes que padezcan o hayan
padecido depresion, por ejemplo, después de un accidente cerebrovascular. La presente invencion se refiere en
particular al uso de estos péptidos para la fabricacién de un medicamento, por ejemplo, un antidepresivo.

La presente invencion encuentra una aplicacion en los sectores de la industria farmacéutica y, concretamente, en los
campos del desarrollo de medicamentos utilizados en el tratamiento de distintas patologias (diabetes, cancer,
accidente cerebrovascular, epilepsia, enfermedades psiquiatricas, patologias neurodegenerativas, etc.).

En la siguiente descripcion, las referencias entre corchetes ([ ]) remiten a la lista de referencias presentadas al final del texto.
Estado de la técnica

La depresion supone un problema importante de salud publica. Los trabajos mas recientes han confirmado la fuerte
prevalencia de la depresion: durante toda la vida, un 20 % de las mujeres y un 10 % de los hombres han tenido,
tienen o tendran un episodio de depresion [1]. Estas cifras son una prueba palpable, y lo son alin mas cuando se
considera la complicacién mas importante de la depresion; el suicidio, que asciende a 12.000 muertes anuales en
paises como Francia [2].

La depresion es una enfermedad muy frecuente, y a menudo discapacitante. Puede afectar hasta al 20 % de la
poblacion en los paises industrializados. Sus origenes son diversos y multiples. Esta patologia afecta tanto a la
psique como al comportamiento y a la fisiologia de los pacientes. Los tratamientos de la depresion son también
multiples, y los mecanismos de accién de los medicamentos utilizados no se han establecido con claridad.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé que la depresion unipolar sera en 2020 la segunda causa de
incapacitacién. Al sufrimiento personal y familiar que supone la depresion, se afiade el importante peso social de esta
patologia. La depresién supone ya una de las primeras causas de baja laboral, con una carga econdémica que asciende
a mas de 30.000 millones de euros anuales. A pesar del arsenal terapéutico puesto a disposicién de los médicos, en
particular los SSRI (“selective serofonin reuptake inhibitors”) y los SNRI (“serofonin norepinephrine reuptake
inhibitors™), un 30 % de la poblacién con depresidn no tiene tratamiento. Por otra parte, el periodo de inicio de accién
de los antidepresivos es del orden de 3 a 6 semanas, y los efectos secundarios son con frecuencia importantes.

De forma general, se estima que un 15 % de los pacientes con depresion fallecen por suicidio. En la mayor parte
de los enfermos, la depresion se debe a la interaccién entre una predisposicién genética y factores ambientales
como el estrés o los traumas emocionales [3]. La enfermedad es frecuente, y el mercado de los antidepresivos (AD)
es enorme (al menos 10.000 millones de euros anuales).

De todas formas, aun cuando estos antidepresivos mejoran el estado de los pacientes en aproximadamente un
70 % de los casos, Unicamente se consigue una remisidon completa de la enfermedad en un 30 a un 40 % de estos.
Ademas, casi un tercio de los pacientes tratados presenta resistencia a los tratamientos existentes. Esto obliga, por
tanto, a prever nuevos tratamientos, capaces de tener en cuenta los mecanismos de la depresion [3].

En el arsenal terapéutico puesto a disposicién de la medicina, los antidepresivos triciclicos (TCA), como la
amitriptilina y la imipramina, fueron los primeros en descubrirse, seguidos de los inhibidores de la monoamina
oxidasa (IMAOQ), irreversibles y no selectivos, como la fenelzina y la pargilina. Los efectos no deseados, en particular
la cardiotoxicidad de los TCA (sobre todo en caso de sobredosificacion) y las crisis hipertensivas de los IMAO
(interacciones con la tiramina de los alimentos, el famoso “cheese effect’), han impulsado a la investigacion en la
basqueda de moléculas de eficacia terapéutica idéntica, pero con mejor aceptabilidad.

La nocion de selectividad aparece con los inhibidores especificos de la recaptacién de la noradrenalina (NA) o de
la serotonina (5-hidroxitriptamina o 5HT). Los ensayos clinicos de fase Il han demostrado, para estas nuevas
moléculas, una eficacia equivalente a la de los antidepresivos de primera generacién, y una mejor seguridad, sobre
todo en caso de una sobredosificacion.

Los inhibidores especificos de la recaptacién de serotonina (ISRS) y los inhibidores especificos de la recaptacion
de noradrenalina (ISRN), son actualmente las moléculas mas utilizadas [4-5]. Los AD son, por lo tanto, los que se
asocian con mayor frecuencia a la facilitacion de la transmisién de los sistemas monoaminérgicos.
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Aunque la serotonina, la noradrenalina y la dopamina sin duda estan implicadas, actualmente se admite que las
modificaciones de las concentraciones de monoaminas producidas por los AD y los procesos adaptativos
resultantes, en particular la alteracion de la sensibilidad de algunos de sus receptores, no pueden explicar por si
mismas el mecanismo de accién de los antidepresivos.

Ademas, es dificil correlacionar el periodo de 3 a 6 semanas necesario para la obtencién del efecto de los AD, con el aumento
de las concentraciones sinapticas de monoaminas que aparecen desde la primera administracion del producto. Durante casi
medio siglo, el nimero de hipdtesis sobre la patogénesis de la depresion y su tratamiento no ha dejado de evolucionar.

Por ejemplo, unas concentraciones elevadas de glucocorticoides se asocian, de forma general, a un efecto sobre el estado
de 4nimo, asi como a alteraciones estructurales del hipocampo, por una disminucién de la sintesis de BDNF (“brain-derivated
neurotrophic factor”), por una secrecion excesiva de acido glutamico y/o por una disminucion de la captacion de glucosa [6].

Conforme a estas observaciones, los inhibidores de la sintesis de glucocorticoides y los antagonistas de receptores
de glucocorticoides, ejercen efectos de tipo AD [7].

Se han desarrollado, con cierta eficacia, antagonistas que actian sobre los receptores de la sustancia P, en particular
el NK1, o el receptor CRF (“corticotropin-releasing factor”), asi como antagonistas de los receptores del NMDA [8-10].

Diversos estudios recientes realizados en situaciones de estrés y modelos de depresiéon, han implicado a la
neurogénesis en la etiologia de los principales trastornos depresivos [11-13]. Se demostré que todos los
tratamientos cronicos AD, incluido el electroshock, estimulan la proliferacion de las células progenitoras,
originariamente neuronas de la capa granular del hipocampo.

Se sabe también que los AD modulan la expresion de distintos factores implicados en la supervivencia y el crecimiento
de las células, como CREB, Bcl2 o las MAP-quinasas. No obstante, la importancia funcional de estas neuronas
neoformadas en la fisiopatologia sobre los trastornos del estado de animo, sigue siendo controvertida [14].

El conjunto de estas indicaciones demuestra que la depresion es una enfermedad compleja, cuya fisiopatologia es
multifactorial y, por lo tanto, el tratamiento de tal patologia sigue suponiendo un desafio.

Desde hace mas de cuarenta afios, la investigacion sobre la depresion y el desarrollo de medicamentos eficaces
ha estado dominada por la hipotesis monoaminérgica. Si bien los neurotransmisores monoaminérgicos (serotonina,
noradrenalina y dopamina) estan indiscutiblemente implicados, el nimero de hipotesis sobre la fisiopatologia de la
depresién y los mecanismos de accién de los AD, no ha dejado de evolucionar.

Los medicamentos AD utilizados actualmente producen una gama de efectos no deseados, entre ellos sequedad de
la boca, vision borrosa y alteracion de la funcidn intestinal (diarrea o estrefiimiento). Aunque muchos efectos
secundarios son pasajeros (como las nauseas), algunos parecen ser constantes a lo largo del tiempo (como los efectos
sexuales), y pueden afectar a largo plazo a la fidelidad al tratamiento. Por este motivo es crucial la investigacién de
nuevas moléculas que actlen sobre los receptores o canales nuevamente identificados en la depresion.

Determinadas proteinas, receptores y canales se han visto implicados en los mecanismos moleculares de la
depresion. Este es concretamente el caso del receptor 3 de la neurotensina (NTSR3), también denominado sortilina,
cuya inactivacion en ratones produce un fenotipo de resistencia a la depresién, analogo al observado en ratones
con inactivacién del canal de potasio de fondo TREK-1.

El estudio reciente STAR*D (Sequenced Treatment Alternatives to Relieve Depression) [15], identific6 de forma
farmacogenética al TREK-1 como el gen implicado en la respuesta antidepresiva en el ser humano. Este estudio
sugiere también la utilidad de un modelo animal para la investigacion de tratamientos antidepresivos, en la
identificacion de genes candidatos para un estudio en el ser humano. Los bloqueantes de los canales TREK-1
representan, por tanto, un nuevo concepto en el ambito del disefio de medicamentos antidepresivos.

Actualmente, se ha identificado una molécula que interactia eficazmente con los canales TREK-1. Es un péptido
de 44 restos aminoacidos, denominado propéptido (PE):
QDRLDAPPPPAAPLPRWSGPIGVSWGLRAAAAGGAFPRGGRWRR (SEQ ID NO: 1) liberado en la maduracion por
la furina del receptor 3 de la neurotensina (NTSR3), que se convierte en un ligando de este mismo receptor. Un
aspecto interesante es que se demostrd que este propéptido es también capaz de bloquear la actividad del canal
TREK-1. Se demostré que una parte de 17 aminoacidos derivada de dicho propéptido, denominada espadina
(YAPLPRWSGPIGVSWGLR, SEQ ID NO: 2), posee toda la actividad de union al receptor [16]. Se demostrd
recientemente que la espadina bloquea especificamente los canales TREK-1. Se comporta como un antidepresivo
en modelos de la depresion en roedores, sin provocar efectos secundarios sobre las otras funciones de este canal
y sobre los otros canales de potasio, ni tampoco a nivel cardiaco, ni sobre el indice de glicemia [17]. También se
demostro recientemente un papel de la espadina en la regulacion de la
sinaptogénesis [18]. WO2015110915 describe una lista de analogos de la espadina y su aplicacion terapéutica.
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Existe, por tanto, una necesidad real de nuevas moléculas utilizables para el tratamiento de la depresion, moléculas
mas eficaces, mejor toleradas, y que tengan una acciéon mas rapida.

Descripcién de la invencion

La presente invencion tiene precisamente el objetivo de responder a esta necesidad y de resolver los inconvenientes
de la técnica anterior.

Para ello, los inventores han investigado si los péptidos mas pequefios resultantes de la degradacién de la espadina
podrian tener también un rol de antidepresivo, y han identificado, de forma completamente inesperada, nuevos
péptidos activos derivados del propéptido (PE) modificado o no.

El péptido PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 3 (GVSWGLR), derivado también de dicho propéptido, se utilizé
como péptido de base para el disefio de otros péptidos: el péptido PE(22-28) biotinilado, el péptido PI-PE(22-28)
de secuencia SEQ ID NO: 6 (PIGVSWGLR), el péptido PI-PE(22-28) biotinilado, el péptido G/A-PE(22-28) de
secuencia SEQ ID NO: 7 (AVSWGLR), correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde la glicina en la
posicién 22 se sustituyé por una alanina, el péptido G/A-PE(22-28) biotinilado, el péptido dansil-PE(22-28),
correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde se afiadié un grupo quimico dansilo en el extremo N-
terminal, y los péptidos O-metill-PE(22-28) y O-etil-PE(22-28), correspondientes a la secuencia SEQ ID NO: 3, en
donde se afiadié un grupo quimico O-metil u O-etil en el extremo C-terminal, respectivamente.

Estos analogos PE(22-28), en adelante denominados andlogos de la espadina, presentan una importante accion
antidepresiva (AD) en los ratones, como se ha medido mediante pruebas comportamiento (prueba de nado forzado,
prueba de indefensiéon aprendida), e inducen rapidamente, y de forma mas eficaz, una neurogénesis y una
sinaptogénesis. Dado que las dianas fisioldgicas de estos analogos de la espadina son las mismas que las de la
espadina, sus mecanismos de accién son muy similares a los de la espadina. Estos analogos de la espadina actdan
por la inhibicién del canal TREK-1, con una mejor afinidad (x333) que la espadina misma (0,12 nM para los analogos
de espadina frente a 40 nM para la espadina). Teniendo en cuenta la mejor afinidad y el menor tamafio de los analogos
de la espadina, las principales ventajas de estos péptidos son, en primer lugar, una reducciéon de la cantidad de
producto a administrar y, por tanto, una disminucion de los efectos secundarios potencialmente asociados (toxicidad,
tumorogenicidad, etc.) y, en segundo lugar, una reduccién del coste de produccion, asi como su disponibilidad para
cualquier ruta de administracion conocida (icv, iv, ip y oral). Anteriormente se demostré que la espadina tiene un efecto
rapido, 4 dias frente a 21 dias, para los antidepresivos tradicionales. Por lo tanto, el uso de péptidos cortos, que a la
vez estan rapidamente disponibles y que se eliminan rapidamente del organismo, supone una garantia de un producto
terapéutico eficaz sin efectos secundarios; algo de importancia crucial en la salud publica.

La presente descripcion describe, por lo tanto, un péptido derivado del propéptido (PE) del receptor 3 de la
neurotensina (NTSR3) elegido de entre el péptido PE(22-28) biotinilado correspondiente a la secuencia SEQ ID NO:
3 biotinilada, el péptido PI-PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 6 (PIGVSWGLR), el péptido PI-PE(22-28) biotinilado,
correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 6 biotinilada, el péptido G/A-PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 7
(AVSWGLR), correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde la glicina en la posicion 22 se sustituyd por una
alanina, el péptido G/A-PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 7 biotinilada, el péptido
dansil-PE(22-28), correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde se afiadié un grupo quimico dansilo en el
extremo N-terminal, y los péptidos O-metill-PE(22-28) y O-etil-PE(22-28), correspondientes a la secuencia SEQ ID
NO: 3, en donde se afiadié un grupo quimico O-metil u O-etil en el extremo C-terminal, respectivamente.

La presente invencidn se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion tiene también por objeto un péptido derivado del propéptido (PE) del receptor 3 de la
neurotensina (NTSR3), elegido de entre el péptido PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia SEQ ID NO:
3 biotinilada, el péptido PI-PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 6 (PIGVSWGLR), el péptido PI-PE(22-28) biotinilado,
correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 6 biotinilada, el péptido G/A-PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 7
(AVSWGLR), correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde la glicina en la posicion 22 se sustituyd por una
alanina, el péptido G/A-PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 7 biotinilada, el péptido
dansil-PE(22-28), correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde se afiadié un grupo quimico dansilo en el
extremo N-terminal, y los péptidos O-metill-PE(22-28) y O-etil-PE(22-28), correspondientes a la secuencia SEQ ID
NO: 3, en donde se afiadié un grupo quimico O-metil u O-etil en el extremo C-terminal, respectivamente.

La presente invencién tiene también por objeto una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido de la
invencion. Esta secuencia es preferiblemente utilizable para fabricar el péptido de la presente invencion, o un
fragmento o derivado del mismo por transfeccion. Es, por ejemplo, la secuencia con los nimeros de acceso a
GenBank para los ARN mensajeros de la sortilina SORT 1, en ratones: NM_019972, en el ser humano: NM_002959.

La presente invencidn tiene también por objeto un vector que comprende una secuencia de acido nucleico segun

la invencion. Puede ser cualquier vector adecuado para la transformacién de una célula huésped para la produccion
por dicha célula, mediante una técnica de recombinacion genética, de un péptido de la presente invencion. El vector
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puede obtenerse a partir de un vector elegido, por ejemplo, en el grupo que comprende pIRES y pIRES2 y sus
derivados, pcDNA3 y sus derivados, pGEX y sus derivados.

La presente invencién tiene también por objeto una célula huésped que comprenda un péptido segun la presente
invencidn, y/o una secuencia de acido nucleico segun la presente invencion, y/o un vector segun la presente invencion.
La célula huésped puede ser cualquier célula adecuada para transformarse y para fabricar dicho péptido de la invencién,
o fragmento o derivado de este. Pueden ser, por ejemplo, las células COS-7, HEK 293 y derivadas, N1 E115 y similares.

Por tanto, la presente invencion se refiere también a un método de produccién de un péptido segun la invencion,
que comprende las etapas siguientes:

- transfectar una célula huésped con un acido nucleico segan la invencioén o transformar una célula huésped
con un vector de la invencion;

- cultivar dicha célula huésped en condiciones que permitan la expresion de un péptido segln la invencion; y
- recuperar dicho péptido.

Las técnicas de transfeccion y de transformacion utilizables para fabricar un péptido de la presente invencién, son
las conocidas por el experto en la técnica, por ejemplo, las descritas en Alloui A y col., EMBO J. 2006 [19].

Segun la invencidn, teniendo en cuenta el pequefio tamafio de los péptidos de la invencidn, el método de fabricacion
preferido del péptido es la sintesis quimica, por ejemplo, en fase solida. Puede utilizarse cualquier técnica conocida
por el experto en la técnica. Por ejemplo, el péptido puede sintetizarse segun la técnica en fase soélida de Krieger
DE y col., Proc Nat Acad Sci U.S.A. 1976 [20].

Los péptidos de la invencidn abren una nueva via en el establecimiento de una nueva clase de antidepresivos y de
nuevas estrategias terapéuticas de la depresion.

La presente invencion tiene también por objeto un péptido segun la invencién, para un uso como medicamento, en
particular como antidepresivo.

La presente invencion tiene también por objeto un péptido segun la invencidn, para un uso en el tratamiento de distintas
patologias, tales como la diabetes, el cancer, el accidente cerebrovascular, las patologias neurodegenerativas, las patologias
psiquiatricas, concretamente la depresion, por ejemplo, la depresion post-accidente cerebrovascular. Estas hipdtesis vienen
apoyadas por varios hechos experimentales. Los canales TREK-1 estan presentes en la superficie de las células beta
pancreaticas, tales como las células beta-TC3. Ademas, se demostrd que la espadina (YAPLPRWSGPIGVSWGLR, SEQ
ID NO:°2) aumenta la secrecion de insulina posterior a una hiperglicemia (Hivelin C y col., J Diabetes Res.
2016) [27]. Ademas, en las células BTC3, los inventores demostraron que el péptido PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO:
3. GVSWGLR bloquea las corrientes de potasio sensibles al acido araquiddnico (aa). Dado que la espadina, el péptido
PE(22-28), y los péptidos de la presente invencion tienen las mismas dianas fisiologicas, de hecho estos péptidos también
pueden considerarse moléculas hipoglucemiantes. Por otra parte, los canales TREK-1 estan también presentes en la
superficie de células cancerosas, tales como las células LNCaP (cancer de préstata). En las células LNCaP, los inventores
han demostrado que el péptido PE(22-28) bloquea las corrientes de potasio sensibles al acido araquidénico (aa), e inhibe
su crecimiento. El péptido PE(22-28) y los péptidos de la presente invencion tienen las mismas dianas fisioldgicas, de hecho
puede considerarse también que presentan una actividad anticancerosa. También puede preverse el uso de un péptido
segun la invencién, en la neuroproteccion frente a un accidente cerebrovascular, o la epilepsia.

Los péptidos de la presente invencion como se definieron anteriormente, con excepcion del G/A-PE(22-28), son
productos naturales que constituyen un nuevo tipo de antidepresivo. Permiten evitar todos los efectos secundarios
no deseados de los medicamentos actualmente utilizados para el tratamiento de la depresion. Los efectos
secundarios de los medicamentos utilizados en la técnica anterior son producto de su naturaleza quimica. Estos
medicamentos de la técnica anterior son moléculas que con frecuencia son capaces de pasar de forma pasiva las
membranas plasmaticas celulares, lo que implica interacciones no especificas con efectores intracelulares. El
caracter peptidico de la presente invencidn permite evitar este problema.

Por otra parte, la accion directa de un péptido de la presente invencién sobre el canal de potasio TREK-1, podria
reducir el periodo de inicio de accién, a menudo prolongado, de un antidepresivo tradicional.

Para el experto en la técnica seran evidentes otras ventajas con la lectura de los ejemplos que siguen,
proporcionados obviamente a titulo ilustrativo y no limitativo, con referencia a las figuras adjuntas.
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Breve descripcién de las figuras

- La Figura 1 muestra la accién de los analogos de la espadina de la invencion, sobre la actividad del canal TREK-
1, en comparacion con la de la espadina y la del péptido PE(22-28), medida in vifro mediante experimentos
electrofisioldgicos.

- La Figura 2 muestra la accion de los analogos de la espadina G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado,
sobre la actividad del canal TREK-1, en comparacion con la de la espadina y el péptido pE(22-28), medida in
vitro mediante experimentos electrofisiologicos.

- La Figura 3 muestra la actividad antidepresiva de los analogos de la espadina segun la presente invencién,
en comparacion con la de la espadina y el péptido PE(22-28), medida in vivo en ratones sometidos a la prueba de
nado forzado (FST).

- La Figura 4 muestra la actividad antidepresiva de los analogos de la espadina G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-
28) biotinilado, en comparacion con la de la espadina y el péptido PE(22-28), medida in vivo en ratones sometidos
a la prueba de indefensién aprendida (LHT).

- La Figura 5 muestra el estudio por inmunohistoquimica de la accién de los analogos de la espadina G/A-
PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado, en comparacién con la del péptido PE(22-28), sobre |la neurogénesis.

- La Figura 6 muestra el estudio de la accion de los analogos de la espadina G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-
28) biotinilado (B y C, respectivamente), en comparacion con la del péptido PE(22-28) (A), sobre la sinaptogénesis.
(D) histograma de PSD-95 para cada péptido.

- La Figura 7 muestra la accion del péptido PE(22-28) sobre la actividad del canal TREK-1, expresado en
células pancreaticas BTC3 (A) y cancerosas LNCaP (B), medida in vifro mediante experimentos electrofisiologicos,
y sobre el crecimiento de las células cancerosas LNCaP (C).

Ejemplos
Ejemplo 1: Accidn de los analogos de la espadina sobre la actividad del canal TREK-1

Todos los experimentos de medicion del efecto de la espadina y de los analogos de la espadina, se llevaron a cabo
en células beta-TC3 o LNCaP o HEK293 transfectadas de forma estable con el canal TREK-1, hTREK-1/HEK293.
La linea celular hTREK-1/HEK293 se prepard en el laboratorio [21]. Estas células expresan también un gen
indicador: E-Green Fluorescent protein (EGFP) que permite su visualizacién.

Estas células se sembraron a una densidad de 20.000 células/placa de 35 mm de diametro, 24 a 72 horas antes de su uso.

Las células HEK293 se cultivaron en un medio DMEM (Gibco)/suero de feto de ternera (SVF, ICN) al 10 % / una
mezcla estreptomicina + penicilina (Gibco) al 1 % / glutamax (Gibco) al 1 % / 0,5 mg/ml de G418 (Sigma) a 37 °C,
en presencia de un 5 % de COo.

Las células beta-TC3 se cultivaron en un medio RPMI 1640 suplementado por SVF al 2,5%, 50 uM de
betamercaptoetanol, 10 mM de HEPES, 1 mM de piruvato de sodio, 50 yg/ml de gentamicina, y una mezcla de
estreptomicina + penicilina al 1 % a 37 °C, en presencia de un 5 % de COa.

Las células LNCaP se cultivaron en un medio DMEM (Gibco) / suero de feto de ternera (SVF, ICN) al 10 % / mezcla de
estreptomicina + penicilina (Gibco) al 1 % / glutamax (Gibco) al 1 % / a 37 °C, en presencia de un 5 % de CO.. En el dia
1, las células hTREK-1/HEK293 o beta-TC3 o LNCaP, se sembraron a 20.000 células por placa de 35 mm de diametro
que contenia 2 ml de medio de cultivo. Del dia 2 al dia 4, las células se midieron mediante métodos electrofisiolégicos.

Todas las mediciones se hicieron a temperatura ambiente, es decir, a 21-22 °C. Las células hTREK-1/HEK293 se
detectaron gracias a la fluorescencia emitida por la EGFP, tras su excitacion a 480 nm.

Se utilizé la técnica del patch clamp sobre células enteras para medir la actividad de los canales TREK-1. El aparato
utilizado es el RK 400 patch-clamp amplifier (Axon Instruments, EE. UU.). Las pipetas de pafch con resistencias de
1,3 a 8 MQ se prepararon a partir de capilares de vidrio de borosilicato, y se rellenaron con una soluciéon de 155 mM
de KCI, 3 mM de MgClz, 5 mM de EGTA, 10 de HEPES/KOH, pH 7,2.

El medio de cultivo celular se sustituy6 por una solucion de 150 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 3 mM de MgClz, 1 mM
de CaClz, 10 MM de HEPES/NaOH, pH 7,4, que contenia 10 mM de cloruro de tetraetilamonio, 3 mM de 4-
aminopiridina. Las células se perfundieron de forma continua con esta solucién. El potencial de reposo de la
membrana de la célula medida se fijé en -80 mV.
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Las variaciones de tensién se obtuvieron bien por rampa continua (de -100 a + 60 mV) o bien por salto de potencial
de 10 mV (de -100 a +60 mV, 1,5 segundos por salto). Los datos obtenidos se analizaron con el programa Pclamp.

Las corrientes descritas en las Figuras 1 y 2 se obtuvieron a 0 mV. Los resultados expresados de las Figuras 1y 2
son promedios t desviacién estandar. El valor de ICse de la Figura 2 se obtuvo trazando los datos experimentales
con ayuda de una funcion sigmoidal.

La actividad del canal se midié a continuacién mediante la técnica de “patch-clamp” en una configuracion de célula
entera, como se describi6é anteriormente.

En la Figura 1 se muestran las inhibiciones de la actividad de los canales TREK-1, medidas a 0 mV del conjunto de
los analogos de la espadina de la invencion y de la espadina. Indica que todos los analogos de la espadina, salvo
los péptidos PE(14-25), PE(22-25) y PE(22-27), son capaces de bloquear la actividad de los canales TREK-1, en
la misma medida que la espadina [PE(12-28)].

Se generd una curva de dosis-respuesta de la inhibicidn de la actividad de los canales TREK-1, medida a 0 mV en
presencia de los analogos G/A-PE(22-28) o G/A-PE(22-28) biotinilado, o de espadina. Estas curvas se muestran
en la Figura 2. Esta indica una concentracion de efecto medio (ICs0) de 0,12 nM y 0,13 nM para los péptidos G/A-
PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado, respectivamente, y de 40 nM para la espadina.

El conjunto de los resultados muestra que la mayor parte de los analogos de espadina son capaces de bloquear
los canales TREK-1, con una mejor afinidad (x333) que la espadina y, para algunos analogos, con una afinidad
equivalente a la del péptido PE(22-28).

Las intensidades de corriente medidas en funcién de la tension [| = f(V)] aplicada a las células BTC3 descritas en la
Figura 7A, indican que la espadina es capaz de bloquear los canales TREK-1 expresados en células BTC3, y
previamente activados con acido araquidénico (aa). La espadina y los péptidos de la presente invencién tienen las
mismas dianas fisioldgicas, de hecho estos péptidos pueden considerarse moléculas hipoglucemiantes.

Las intensidades de corriente medidas en funcién de la tension [| = f(V)] aplicada a las células LNCaP descritas en
la Figura 7B, indican que el péptido PE(22-28) es capaz de bloquear los canales TREK-1 expresados en células
LNCaP, y previamente activados con acido araquidonico (aa). Ademas, el crecimiento de las células LNCaP
obtenido tras el recuento de las células en cultivo después de 24 0 48 h, en presencia o ausencia del péptido PE(22-
28), indica que el péptido PE(22-28) es capaz de inhibir el crecimiento celular. El péptido PE(22-28) y los péptidos
de la presente invencion tienen las mismas dianas fisiolégicas, de hecho estos péptidos pueden considerarse
también moléculas que presentan una actividad anticancerosa.

Ejemplo 2: Pruebas de comportamiento
Prueba de nado forzado (o0 Forced Swimming Test, FST)

Se desarrollé6 una prueba de comportamiento considerada clasica, para determinar la actividad antidepresiva de
una sustancia (Nestler EJ y col., 2002; Cryan J y Holmes A, 2005) [22, 23]. Los efectos de los analogos de la
espadina de la presente invencion, se compararon con los de solucién salina, en donde se disolvieron los analogos
de espadina de la invencién, y con los efectos de la espadina. La cepa de ratones utilizada fue la cepa C57BI/6J.

La solucién salina, los andlogos de la espadina y la espadina, se administraron a ratones por via intraperitoneal (IP)
con una dosis de 100 ug/kg en un bolo de 100 ul.

El experimento consistid en, 30 min después de la administracion de la sustancia a ensayar, sumergir los ratones
durante 6 minutos en un recipiente de 15 cm de diametro y 30 cm de altura, que contenia 11 cm de agua a 22 °C,
y medir el tiempo de inmovilidad en los 4 Gltimos minutos.

Los resultados de estas pruebas se muestran en la Figura 3: Pruebas FST, los valores + SEM se compararon
estadisticamente con la condicidén control (suero fisioldgico) *** p < 0,001, (Prueba “ANOVA” = prueba de analisis
de varianza)

Los resultados muestran que los analogos de la espadina capaces de inhibir la accidn de los canales TREK-1, son eficaces
en la prueba de nado forzado, tras su inyeccién IP en los ratones. Sin embargo, el péptido PE(22-27) que no es eficaz para
inhibir los canales TREK-1, tampoco es eficaz en la reduccién el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado.
Prueba de indefension aprendida (o Learned Helplessness Test, LHT)

La indefension aprendida, o learned helplessness, es un modelo basado en una administracién repetida de
sacudidas eléctricas que permiten inducir un estado de indefensién en el animal. Se demostré que los animales
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que reciben sacudidas eléctricas inevitables, se resignan a recibirlas, y no intentan escapar (Seligman y Beagley,
Learned helplessness in the rat. J Comp Physiol Psychol 88, 534-541, 1975) [24].

El aparato se compone de dos compartimentos separados por una puerta deslizante, y con una placa que consta
de una rejilla metalica por la que se administran los impulsos eléctricos. El protocolo de la indefensién aprendida
se divide en dos etapas, una etapa de condicionamiento del animal, y una etapa de prueba.

El condicionamiento se hace en cuatro dias, durante los cuales los ratones recibieron 360 sacudidas eléctricas no
evitables, de 0,3 mA, durante una hora (la puerta que separa ambos compartimentos esta cerrada). Las sacudidas
fueron de una duracion de 2 segundos, y se respet6 un intervalo de 8 segundos entre cada sacudida. Esta etapa
de condicionamiento ha permitido inducir un fenémeno de indefensién en los animales.

El dia de la prueba, se situaron a los ratones en los mismos compartimentos, pero con posibilidad de escapar de la
sacudida. La prueba incluyé 30 ensayos. En el momento de la administracién de la sacudida, se abre la puerta que
separa ambos compartimentos, permitiendo que los animales escapen. Cuando el animal cambia de compartimento,
el ensayo finaliza, y la sacudida se detiene. Si el ratdbn no cambia de compartimento, la sacudida se detiene
transcurridos 24 segundos, y el ensayo finaliza. Esta prueba permiti6 registrar las latencias de escape de los animales.
A continuacidn, los treinta ensayos se agruparon en grupos de 5, y se calculd el promedio del tiempo de escape.

Las moléculas G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-28)-biotinilado, o la solucién salina, se inyecta 30 minutos antes del
condicionamiento, en forma de un bolo de 100 pl de una solucion de 10 M, preparadas en la solucién salina.

Los resultados presentados en la Figura 4 demuestran que los péptidos G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado
administrados a ratones en las mismas condiciones anteriormente descritas, son capaces de reducir las latencias
de escape en la prueba de indefensién aprendida, de forma equivalente al péptido PE(22-28).

Ejemplo 3: Accion de los analogos de la espadina sobre la neurogénesis y la sinaptogénesis
Estudio de la neurogénesis mediante inmunohistoquimica

La BrdU (5-bromo-2'-deoxiuridina) es un nucleésido sintético analogo de la timidina. Se incorpora en la replicacion del
ADN, durante la fase S (duplicacion de cromosomas en la interfase) de las células en divisidn. La inyeccion de BrdU
permite visualizar las células en division del tejido a analizar, gracias a un etiquetado inmunologico. En el presente estudio,
se evalud la neurogénesis del hipocampo de los ratones tras el tratamiento con espadina o con los distintos analogos.

Después de las pruebas de comportamiento, se inyectd a los ratones BrdU en una concentracion final de 120 mg/kg, por
via intraperitoneal, siguiendo el protocolo modificado de Beauquis, J. y col. (Eur J Neurosci 23, 1539-1546, 2006) [25].
Se efectuaron cuatro inyecciones de 300 ul a 10 mg/ml, espaciadas en dos horas. 24 h después de las inyecciones, los
ratones se anestesiaron con pentobarbital (100 mg/kg) y, a continuacion, se sometieron a perfusion por via intracardiaca.
Eh el momento de la perfusion intracardiaca, el suero fisiolégico se administré para eliminar toda la sangre del cuerpo de
los ratones, perfundiéndose a continuacién paraformaldehido al 4 % (PFA), para fijar los 6rganos. También se llevd a
cabo la postfijacion, en PFA al 4 %, durante la noche. Los cerebros de los ratones se cortaron con ayuda de un vibratomo
(Leica), que permitid obtener cortes frontales flotantes de 40 um. Los cortes seleccionados para la reaccion inmunolégica
fueron los comprendidos entre bregma 3,3 y 5,3. Se seleccionaron ocho cortes con un espaciado regular, lo que permitia
cubrir la totalidad del hipocampo, manteniendo la homogeneidad de un cerebro a otro.

La reaccion inmunolégica se llevo a cabo incubando un anticuerpo primario antiBrdU (BD Pharmingen, 1/8000), con
los cortes de cerebro, toda la noche a 4 °C. A continuacién, los cortes de cerebro se lavaron en PBS (Phosphate
Buffered Saline), y se incubaron dos horas con anticuerpos secundarios (anticuerpos de cabra antirraton
biotinilados, Vecto laboratories, 1/400). Se llevé a cabo una incubacién de una hora, en un complejo
avidina/biotina/peroxidasa (Kit ABC Vectastain, Vecto laboratories), para amplificar la reaccién inmunolégica. Por
ultimo, el revelado se hizo con ayuda de un kit de sustrato de peroxidasa (Vector Laboratories) que contenia una
solucion de niquel, una solucién de 3-3'diaminobenzidina y de H20o.

A continuacién, se montaron los cortes sobre portaobjetos, y se fijaron con Entellan. Se contaron las células
positivas para BrdU en el giro dentado del hipocampo en ambos hemisferios de cada cerebro. A continuacion, el
namero de células obtenido en los 8 cortes se multiplico por 40, para tener en cuenta el niUmero total de células en
proliferacién en todo el hipocampo.

Les resultados presentados en la Figura 5 muestran que los péptidos G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado,
son capaces de inducir un aumento de la neurogénesis después de tan solo cuatro dias de tratamiento. Estos
aumentos son superiores al aumento obtenido en las mismas condiciones para el péptido PE (22-28) no modificado.
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Sinaptogénesis

Se anestesiaron ratones C57B1/6J hembra gestantes (20-25 g, Janvier Labs, St Berthevin, Francia) por inhalacion
de isoflurano al 2 %, mezclado con oxigeno al 30 % y éxido nitroso al 70 % y, a continuacién, se sacrificaron. Se
extrajeron los embriones (E14), y los cortex cerebrales se disecaron en PBS que contenia glucosa al 1 %. Las
neuronas se prepararon a partir de cortex cerebrales por disociacién mecanica, como se describe en Brewer y
Torricelli, 2007 [26]. Las neuronas disociadas se distribuyeron en placas tratadas con poli-L-lisina, y cultivadas
hasta 10 dias en un medio neurobasal que contenia un 2 % de B27 (Invitrogen, Fisher Scientific, lllkirch, Francia) y
50 yg/ml de gentamicina (Sigma France), a 37 °C, en un 5 % de COa..

Los andalogos de la espadina G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado, se sintetizaron por Covalab, Villeurbanne, Francia.

Los cultivos de neuronas corticales, aisladas a partir del neocortex de embriones de ratones C57BI6/J (Janvier) que tenian
14 dias (E14), se incubaron con 1 yM de cada analogo de la espadina. Las incubaciones se realizaron en un tampén Earle's-
Tris-HEPES, a pH 7,4, que contenia 140 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1,8 mM de CaCl, 3,6 mM de MgCl.y BSA al 0,1 %.

Las neuronas corticales tratadas con los péptidos G/A-PE(22-28) y G/A-PE(22-28) biotinilado durante distintos periodos
(0, 5, 8, 24 y 36 horas) se homogeneizaron en un tampé6n de Laemmli, y se analizaron utilizando geles de SDS PAGE al
10 %. Las proteinas separadas se transfirieron a continuaciéon de los geles a membranas de nitrocelulosa (VWR,
Fontenay-sous-bois, Francia) que se bloquearon con leche desnatada al 5 % o con BSA al 5 %, en PBS, durante 30
minutos, a temperatura ambiente. Las membranas se incubaron con anticuerpos dirigidos contra la proteina PSD-95 (Cell
Signaling, Ozyme, Montigny-el-Bretonneux, Francia), toda la noche, a 4 °C. Los contenidos en -actina se determinaron
tras la extraccion, utilizando una dilucién 1/5000 de anticuerpos anti-B-actina (anticuerpo monoclonal de ratones Santa
Cruz, dilucién 1/5000). Después de 4 lavados en PBS-Tween al 0,1 %, se incubaron anticuerpos secundarios antirraton
y anticonejo, conjugados a HRP (Amersham Biosciences, Orsay, Francia; 1/10000) durante 1 hora, a temperatura
ambiente. Las proteinas se detectaron con los reactivos de deteccion ECL Plus (Amersham Biosciences), utilizando el
sistema de obtencién de imagenes LAS-3000 (Fujifilm, Diisseldorf, Alemania). Las intensidades relativas de cada banda
marcada se analizaron mediante barrido densitométrico, utilizando el software Imaged (Wayne Rasband, National Institute
of Health, Bethesda, MD, EE. UU.). La activacion de las proteinas se normalizé utilizando la B-actina total, como se indica.

Los resultados presentados en la Figura 6 muestran que los andlogos de la espadina aumentaron rapidamente la
sinaptogénesis. Las neuronas corticales tratadas con los analogos de espadina G/A-PE(22-28) o G/A-PE(22-28) biotinilado
(1 M), muestran un aumento de la expresion de la proteina sinaptica PSD-95 observable después de 24 horas y, de forma
mas intensa, después de 36 horas. Cabe sefialar que a excepcion de una ligera bajada durante las 5 primeras horas, los
tratamientos con los analogos de la espadina aumentan continuamente la expresion de PSD-95 hasta transcurridas 36 h
(Figura 6D). Estos aumentos son superiores al aumento obtenido en las mismas condiciones para el péptido PE (22-28) no
modificado. Estos resultados muestran que los analogos de espadina G/A-PE(22-28) o G/A-PE(22-28) biotinilado, aumentan
la neurogénesis de manera mas fuerte que el péptido PE(22-28), pero también de manera mas fuerte la sinaptogénesis,
indicando que el destino de la mayoria de las células neoformadas es generar neuronas maduras.
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REIVINDICACIONES

Péptido derivado del propéptido (PE) del receptor 3 de la neurotensina (NTSR3) seleccionado de entre el péptido
PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuancia SEQ ID NO: 3 biotinilada, el péptido PI-PE(22-28) de
secuencia SEQ ID NO: 6 (PIGVSWGLR), el péptido PI-PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia
SEQ ID NO: 6 biotinilada, el péptido G/A-PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 7 (AVSWGLR), correspondiente
a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde la glicina en la posicion 22 se sustituy6 por una alanina, el péptido G/A-
PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 7 biotinilada, el péptido dansil-PE(22-28),
correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde se afiadié un grupo quimico dansilo en el extremo N-
terminal, y los péptidos O-metill-PE(22-28) y O-etil-PE(22-28), correspondientes a la secuencia SEQ ID NO: 3,
en donde se afiadié un grupo quimico O-metil y O-etil en el extremo C-terminal, respectivamente.

Secuencia de acido nucleico que codifica un péptido que consiste en: el péptido PI-PE(22-28) de secuencia
SEQ ID NO: 6 (PIGVSWGLR), el péptido PI-PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia SEQ ID
NO: 6 biotinilada, el péptido G/A-PE(22-28) de secuencia SEQ ID NO: 7 (AVSWGLR), correspondiente a
la secuencia SEQ ID NO: 3, en donde la glicina en la posicion 22 se sustituyé por una alanina, el péptido
G/A-PE(22-28) biotinilado, correspondiente a la secuencia SEQ ID NO: 7 biotinilada.

Vector que comprende una secuencia de acido nucleico segun la reivindicacién 2.

Célula huésped que comprende un péptido segun la reivindicacién 1, y/o una secuencia de acido nucleico
segun la reivindicacioén 2, y/o un vector segun la reivindicacion 3.

Método de produccion de un péptido como se define en la reivindicacion 2, que comprende las siguientes etapas:
-transfectar una célula huésped con un acido nucleico segun la reivindicacion 2, o transformar una
célula huésped con un vector segun la reivindicacién 3;
-cultivar dicha célula huésped en condiciones que permitan la expresion de dicho péptido; y
-recuperar dicho péptido.

Péptido segun la reivindicacién 1, para su uso como medicamento.

Péptido para su uso segun la reivindicacion 6, donde dicho medicamento es un antidepresivo.

Péptido segun la reivindicacién 1, para su uso en el tratamiento de la depresion.

Péptido segun la reivindicacién 1, para su uso en el tratamiento de la diabetes o del cancer.

Péptido segun la reivindicaciéon 1, para su uso en la neuroprotecciéon frente a la epilepsia o al accidente
cerebrovascular.
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