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DESCRIPCION
Péptidos para inhibir la angiogénesis
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a péptidos para inhibir la angiogénesis. La presente invencion también se refiere a
métodos para inhibir la angiogénesis y a métodos para tratar trastornos asociados con la permeabilidad vascular
inducida por VEGF usando los péptidos de la invencién.

Antecedentes

El citoesqueleto de microtiubulos (MT) proporciona un importante punto de control de la regulacién de la barrera
endotelial; sin embargo, el papel de este elemento clave del citoesqueleto no ha sido bien estudiado. Se ha demostrado
que el farmaco estabilizante de MT, taxol, atentia la fuga vascular endotelial en modelos de ratones de inflamacién
pulmonar, lo que sugiere que los MT pueden ser importantes para mediar el aumento de la permeabilidad vascular
pulmonar. Sin embargo, el taxol muestra una toxicidad general que lo convierte en un farmaco inconveniente para los
médicos y sus pacientes.

Las proteinas de unién al extremo de los microtibulos son factores accesorios de seguimiento de extremos positivos
de microtubulos altamente conservados que se unen a microtubulos (MT) en crecimiento y suprimen eventos
catastroficos de MT. Dos de tales proteinas de unién al extremo, EB1 y EB3, desempefian papeles en la regulacion
de la dinamica endotelial del citoesqueleto y el cambio de forma de la célula, los determinantes primarios de la
permeabilidad de la barrera endotelial.

Ca?* es un segundo mensajero altamente versatil que regula la permeabilidad endotelial y la homeostasis vascular.
La activacién de la fosfolipasa C B(PLCB), corriente abajo de mediadores proinflamatorios, promueve la hidrélisis del
fosfotidil inositolbisfosfato (PIP2) en inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs) y en diacilglicerol (DAG). IPs estimula la liberacion
de Ca?* a partir de almacenes intracelulares sensibles a IPs, es decir, el reticulo endoplasmico (RE). La deplecion de
Ca?* de almacenes de RE es mediada por la activacion de IPsR en la membrana del RE y conduce a un aumento
transitorio en Ca?* intracelular. La entrada o "flujo" de Ca?* esta mediada por canales canonicos potenciales transitorios
del receptor (CPTR) que son permeables a diversos cationes incluyendo Ca?* y Mg?*. TRPC1 y 4 son canales de Ca?*
operados por almacén (COA) en células microvasculares pulmonares endoteliales que se activan por depleciéon de
RE.

El aumento de la concentracion intracelular de Ca?* regula positivamente la actividad de la proteina quinasa Ca (PKC
a). PKC a es un regulador clave de la respuesta de permeabilidad endotelial a mdultiples mediadores incluyendo el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). PKC a fosforila la p120-catenina y media su disociacion de la
VE-cadherina, dando como resultado por tanto la internalizacion de la VE-cadherina, PKC a actia también corriente
arriba de la activacion de RhoA por fosforilacion de p115RhoGEF y GDI-1. RhoA, a su vez, facilita la inhibicion inducida
por fosforilacion de la fosfatasa de la cadena ligera de miosina (MLCP) mediante la activacion de Rho quinasa (ROCK).
La inhibicion de MLCP se acompaiia de la activacion dependiente de Ca?*/calmodulina de MLCK que conduce a la
fosforilacion de MLC e induce la contraccion de actomiosina en respuesta a mediadores proinflamatorios tales como
trombina e histamina y factores de crecimiento.

La integridad del citoesqueleto de MT se requiere para la liberacion de Ca?* inducida por IP3 de almacenes de RE. La
alteracion de la dinamica de MT por los agentes desestabilizadores de MT o estabilizadores de MT, nocodazol,
colchicina y taxol inhibe la liberacién de Ca?* activador de IPs, lo que sugiere que la dinamica de MT es necesaria para
la activacion completa de IP3R. El citoesqueleto de MT esta implicado en la remodelacion del RE, asegurando por
tanto la organizacion y propagacion de las ondas de Ca?* en respuesta a estimulos externos. El RE se une y se alarga
junto con MT que crece en los extremos a través de la interaccion directa de EB1 y EB3 con la molécula de interaccion
estromal 1 (STIM1). La deplecién de EB1 en Hela (las células HelLa no expresan EB3) disminuye los eventos de
protrusion de RE, sin embargo no inhibe la activacion de SOC por tapsigargina, lo que sugiere que algunos otros
mecanismos estan implicados en la activacion de SOC y la propagacién de la sefalizacion de calcio en células
epiteliales. En las células endoteliales, la localizacién de IPsR en cavéola es critica tanto para la deplecidn del almacén
de Ca?* en RE como para la activacion de SOC. Esto indica que la activacion de IPsR y/o su capacidad de respuesta
a IP3 es un elemento importante de la sefializacion del calcio. De acuerdo con los hallazgos anteriores, se descubrid
que el citoesqueleto de MT regula positivamente la activacion de IPsR en respuesta a IP3 y, por tanto, transmite las
sefiales extracelulares a través de la célula, provocando una respuesta fisiolégica. EB3 pero no EB1 interactua
directamente con IPsRs y esta interaccion proporciona un punto critico de control para la organizacion de las sefiales
de calcio en las células endoteliales.

Se sabe que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) contribuye a la angiogénesis mediante métodos
directos e indirectos. Se sabe que el VEGF hace que las células endoteliales microvasculares sean hiperpermeables
de manera que las proteinas plasmaticas se derramen hacia el espacio extravascular, dando lugar a la coagulaciéon
del fibrégeno extravasado con la deposicion de un gel de fibrina. La fibrina extravascular sirve como una matriz que
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soporta el crecimiento interno de nuevos vasos sanguineos y otras células mesenquimales que generan estroma
vascularizado maduro. Por tanto, la inhibicién de la permeabilidad vascular inducida por VEGF dara como resultado
la inhibicién de la angiogénesis. Se necesitan nuevas terapias para evitar la permeabilidad vascular inducida por VEGF
e inhibir la angiogénesis.

La formacion de la red de vasos sanguineos del tumor, es decir, neovascularizacion, desempefia un papel esencial a
lo largo del desarrollo del tumor ayudando al tumor a crecer y metastatizarse. Una vez que una lesion tumoral supera
unos pocos milimetros de diametro, la hipoxia y la privacion de nutrientes desencadena un "cambio angiogénico". Las
células tumorales liberan el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que estimula el brote y la proliferacion
de las células endoteliales. Varias terapias antiangiogénicas estan aprobadas por la FDA para el cancer, incluyendo
el fragmento de anticuerpo bloqueador funcional humanizado contra VEGF-A, Avastin (bevacizumab) y los inhibidores
de tirosina quinasa, sorafenib y sunitinib, que se dirigen a varios receptores de crecimiento. Por tanto, las terapias que
controlan la angiogénesis asociada al tumor son una tactica prometedora para limitar la progresién del cancer y la
metastasis.

La pérdida de la barrera hemato-retiniana interna endotelial y el edema macular resultante y el dafio son las principales
causas de trastorno ocular y ceguera en la poblacion de edad avanzada. En la actualidad, estas condiciones, también
conocidas como degeneraciéon macular relacionada con la edad (DMRE), son incurables. Ademas, la forma
neovascular de DMRE se caracteriza por el crecimiento de los vasos sanguineos de la coroides, que penetran a través
de la membrana de Bruch en el area subretiniana. Algunas terapias eficaces para detener la causa subyacente comun
de la DMRE neovascular son limitadas con el objetivo de obstaculizar la pérdida de la vision mediante la destruccién
de nuevos vasos que surgen en la coroides. Aunque los tratamientos actuales con inyeccién intravitrea de
corticosteroides y agentes anti-VEGF son eficaces para retrasar la progresion de la enfermedad ocular, no eliminan
completamente el riesgo de ceguera. Por lo tanto, se necesitan nuevas y mas potentes terapias o enfoques de terapia
combinacional para tratar trastornos oculares y prevenir la pérdida de la vision.

Sumario de la invencion

Se proporciona en el presente documento un péptido aislado. El péptido puede comprender KFARLWTEIPTAIT (SEQ
ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3), un fragmento del mismo, o una variante del mismo. El péptido también puede
consistir en KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3), un fragmento del mismo, o una variante del
mismo. La variante puede comprender una sustitucion conservativa. La variante puede comprender cualquier
secuencia peptidica que contenga la secuencia Ser/Thr-x-lle-Pro (SEQ ID NO: 5), la secuencia minima de motivo de
consenso de union a EB. El péptido puede conjugarse con un acido graso, es decir, miristoilado o enlazado a un
péptido portador. El péptido portador puede ser un péptido antennapedia (AP), péptido antennapedia, péptido
penetratina, TAT, tranportano o poliarginina. El péptido puede ser parte de una formulaciéon farmacéutica, que puede
incluir un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La invencién proporciona métodos de inhibicion de la angiogénesis que comprenden administrar a un paciente en
necesidad de los mismos un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ
ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo. Los métodos incluyen administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencién, tal como una cantidad eficaz para inhibir la angiogénesis.
Ademas, los métodos incluyen administrar composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad
terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencién. La invencion proporciona un método de tratamiento en el que
el paciente en necesidad padece cancer o un trastorno asociado con la permeabilidad inducida por VEGF, tal como
deterioro visual o pérdida de la visién (ceguera), degeneracién macular, oclusién de la vena retiniana central, oclusién
de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa, degeneracién macular relacionada con la edad
neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacién intraocular,
neovascularizacién de la cérnea, neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular
diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis,
glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

La invencién también proporciona métodos tratar un trastorno asociado con la permeabilidad vascular inducida por
VEGF que comprende administrar a un paciente en necesidad de los mismos un péptido aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo.
Los métodos incluyen administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencién, tal como una
cantidad eficaz para inhibir la permeabilidad vascular inducida por VEGF. Ademas, los métodos incluyen administrar
composiciones farmacéuticas que comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencion.
La invencioén proporciona un método de tratamiento en el que el paciente en necesidad padece cancer o un trastorno
asociado con la permeabilidad inducida por VEGF, tal como deterioro visual o pérdida de la vision (ceguera),
degeneracion macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusién de rama venosa retiniana de retinopatia diabética
proliferativa, degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad,
retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular, neovascularizacién de la cérnea, neovascularizacion de la
retina, neovascularizacion coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético
y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion
del injerto corneal.
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En cualquiera de los métodos anteriores, el péptido administrado puede estar enlazado a un péptido portador tal corno
péptido antennapedia (AP), péptido antennapedia, péptido penetratina, TAT, tranportano o poliarginina. Ademas, en
cualquiera de los métodos anteriores, El péptido administrado puede conjugarse con un &cido graso, p. €j., miristoilado.

En cualquiera de los métodos anteriores, el péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de
KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo se administra en combinacion
con uno o mas inhibidores de VEGF, en donde "inhibidores de VEGF" se refieren a anticuerpos anti-VEGF y
fragmentos de los mismos, anticuerpos de receptores anti-VEGF (anti-VEGFR) y fragmentos de los mismos, péptidos
antagonistas y moléculas pequefias que inhiben la actividad o la via de sefalizacion de VEGF y/o VEGFR. Los
inhibidores de VEGF a modo de ejemplo incluyen Bevacizumab (Avastin), Ranibizumab (Lucentis), Pegaptanib
(Macugen), Aflibercept (Eylea), Sorafenib (Nexvar), Sunitinib (Sutent), Pazopanib (Votrient), Axitinib (Inlyta),
PTK787/ZK222584, ZD-6474, SU6668, PD-547.632, VEGF-Trap, CEP-7055, NM-3, o SU11248.

En cualquiera de los métodos anteriores de la invencion, el péptido aislado que comprende la secuencia de
aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismos puede
administrarse en combinacién con un tratamiento con laser para la enfermedad ocular, en donde "enfermedad ocular"
se refiere a un deterioro visual o pérdida de la visiéon (ceguera), degeneracion macular, oclusion de la vena retiniana
central, oclusion de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada
con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular,
neovascularizacién de la coérnea, neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular
diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis,
glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

En cualquiera de los métodos anteriores de la invencion, el péptido aislado que comprende la secuencia de
aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo puede
administrarse en combinacion con un tratamiento con un esteroide o cualquier método actual de tratamiento de la
enfermedad ocular.

Ademas, en cualquiera de los métodos de la invencion, el péptido aislado de la invencién, el inhibidor de VEGF, el
esteroide o cualquier otro tratamiento se pueden administrar por inyeccién intravitrea o por via tépica, tal como en
forma de una gota para los ojos.

La invencion también proporciona un uso de un péptido aislado para la preparacion de un medicamento para la
inhibicion de la angiogénesis en un paciente en necesidad, en donde el péptido aislado comprende la secuencia de
aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo. Los usos de
la invencion incluyen el uso del péptido aislado de la invenciéon para la preparacién de un medicamento que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencién, tal como una cantidad eficaz para inhibir la
angiogénesis. Ademas, la invencién nos proporciona el péptido aislado de la invencién para la preparaciéon de un
medicamento que comprende una composiciéon que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido
de la invencién. La invencion proporciona el uso del péptido aislado de la invencion para la preparacion de un
medicamento para administrar a un enfermo de cancer o un trastorno asociado con la permeabilidad inducida por
VEGF, tal como deterioro visual o pérdida de la vision (ceguera), degeneracién macular, oclusion de la vena retiniana
central, oclusion de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada
con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular,
neovascularizacién de la coérnea, neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular
diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis,
glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

La invencion también proporciona el uso de un péptido aislado para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de un trastorno vascular inducido por VEGF, en donde el péptido aislado comprende la secuencia de
aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo. Los usos de
la invencion incluyen el uso del péptido aislado de la invenciéon para la preparacién de un medicamento que comprende
una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencién, tal como una cantidad eficaz para inhibir la
permeabilidad vascular inducida por VEGF. Ademas, la invencién nos proporciona el péptido aislado de la invencién
para la preparaciéon de un medicamento que comprende una composicidbn que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un péptido de la invencion. La invencion proporciona el uso del péptido de la invencion
para la preparacion de un medicamento para administrar a un sujeto que padece cancer o un trastorno asociado con
permeabilidad inducida por VEGF, tal como deterioro visual o pérdida de la vision (ceguera), degeneracion macular,
oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa,
degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia
isquémica, neovascularizacién intraocular, neovascularizacion de la coérnea, neovascularizacion de la retina,
neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y
retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacién
del injerto corneal.
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En cualquiera de los usos anteriores de la invencion, el péptido aislado administrado puede estar enlazado a un péptido
portador tal como péptido antennapedia (AP), péptido antennapedia, péptido penetratina, TAT, tranportano o
poliarginina. Ademas, en cualquiera de los métodos anteriores, el péptido aislado administrado puede conjugarse con
un &cido graso, p. €j., miristoilado.

En cualquiera de los usos anteriores, el péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de
KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo se administra en combinacion
con uno o mas inhibidores de VEGF, en donde "inhibidores de VEGF" se refieren a anticuerpos anti-VEGF y
fragmentos de los mismos, anticuerpos anti-VEGFR y fragmentos de los mismos, péptidos antagonistas y moléculas
pequefas que inhiben la actividad o la via de sefializacion de VEGF o VEGFR. Los inhibidores de VEGF a modo de
ejemplo incluyen Bevacizumab (Avastin), Ranibizumab (Lucentis), Pegaptanib (Macugen), Aflibercept (Eylea),
Sorafenib (Nexvar), Sunitinib (Sutent), Pazopanib (Votrient), Axitinib (Inlyta), PTK787/2ZK222584, ZD-6474, SU6668,
PD-547.632, VEGF-Trap, CEP-7055, NM-3, o SU11248.

En cualquiera de los usos anteriores de la invencion, el medicamento que comprende la secuencia de aminoacidos
de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un fragmento del mismo puede administrarse en
combinacién con un tratamiento con laser para la enfermedad ocular, en donde "enfermedad ocular" se refiere a un
deterioro visual o pérdida de la vision (ceguera), degeneracién macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion
de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa, degeneracién macular relacionada con la edad
neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacién intraocular,
neovascularizacién de la coérnea, neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular
diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis,
glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

En cualquiera de los usos anteriores de la invencién, el medicamento puede administrarse en combinacién con un
esteroide o cualquier método actual de tratamiento para la enfermedad ocular.

Ademas, en cualquiera de los usos de la invencion, el medicamento puede administrarse por inyeccion intravitrea o
por via topica, tal como en forma de una gota para los ojos.

La invencion proporciona un péptido aislado para la inhibicion de la angiogénesis, en donde el péptido aislado
comprende la secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un
fragmento del mismo.

La invencion también proporciona una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
péptido de la invencion para la inhibicion de la angiogénesis. La invencién proporciona un péptido aislado o una
composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido para la inhibicion de la angiogénesis
en un sujeto que padece cancer o un trastorno asociado con la permeabilidad inducida por VEGF, tal como deterioro
visual o pérdida de la vision (ceguera), degeneracion macular, oclusién de la vena retiniana central, oclusion de rama
venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa, degeneracién macular relacionada con la edad neovascular
(DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacién intraocular, neovascularizacion de la
cérnea, neovascularizacién de la retina, neovascularizaciéon coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana
diabética, edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular,
retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

La invencién también proporciona un péptido aislado para su uso en la inhibicién de la angiogénesis en un paciente
que padece un trastorno asociado con la permeabilidad vascular inducida por VEGF, en donde el péptido aislado
comprende la secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) o un
fragmento del mismo.

La invencion también proporciona una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un
péptido aislado de la invencién para la inhibicion de la permeabilidad vascular inducida por VEGF. La invencién
proporciona un péptido aislado o una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido
para la inhibicion de la permeabilidad inducida por VEGF en un sujeto que padece cancer o un trastorno asociado con
permeabilidad inducida por VEGF, tal como deterioro visual o pérdida de la vision (ceguera), degeneracion macular,
oclusién de la vena retiniana central, oclusién de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa,
degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia
isquémica, neovascularizacién intraocular, neovascularizacion de la coérnea, neovascularizacion de la retina,
neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y
retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacion
del injerto corneal.

La invencién también proporciona un péptido aislado para el tratamiento de un trastorno asociado con la permeabilidad
vascular inducida por VEGF. Por ejemplo, el trastorno vascular asociado al VEGF es el deterioro visual o la pérdida
de la vision (ceguera), degeneracion macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusiéon de rama venosa retiniana
de retinopatia diabética proliferativa, degeneracién macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia
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de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular, neovascularizacion de la cornea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma,
uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

Cualquiera de los péptidos de la invencion se usa para inhibir la angiogénesis o para tratar un trastorno asociado con
la permeabilidad vascular inducida por VEGF puede estar enlazado a un péptido portador tal como péptido
antennapedia (AP), péptido antennapedia, péptido penetratina, TAT, tranportano o poliarginina. Ademas, cualquiera
de los péptidos aislados de la invencion para su uso en la inhibicion de la angiogénesis o el tratamiento de un trastorno
asociado con la permeabilidad vascular inducida por VEGF puede conjugarse con un acido graso, p. €j., miristoilado.

Cualquiera de los péptidos aislados o-composiciones de la invencién puede administrarse en combinacién con uno o
mas inhibidores de VEGF, en donde "inhibidores de VEGF" se refieren a anticuerpos anti-VEGF y fragmentos de los
mismos, anticuerpos anti-VEGFR y fragmentos de los mismos, péptidos antagonistas y moléculas pequefas que
inhiben la actividad o la via de sefializacion de VEGF o VEGFR. Los inhibidores de VEGF a modo de ejemplo incluyen
Bevacizumab (Avastin), Ranibizumab (Lucentis), Pegaptanib (Macugen), Aflibercept (Eylea), Sorafenib (Nexvar),
Sunitinib (Sutent), Pazopanib (Votrient), Axitinib (Inlyta), PTK787/ZK222584, ZD-6474, SU6668, PD-547.632, VEGF-
Trap, CEP-7055, NM-3, o SU11248. Ademas, el péptido o el VEGFR se administra mediante inyeccion intravitrea o
por via topica, tal como en forma de una gota para los ojos.

Cualquiera de los péptidos aislados o composiciones de la invencién puede administrarse en combinacién con un
tratamiento con laser para enfermedad ocular en donde "enfermedad ocular" se refiere a deterioro visual o pérdida de
la visién (ceguera), degeneracion macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa retiniana de
retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de
prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular, neovascularizacion de la cérnea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma,
uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

Los péptidos aislados o composiciones de la invencién pueden administrarse en combinaciéon con un esteroide o
cualquier método de tratamiento actual para enfermedad ocular.

Ademas, los péptidos aislados o composiciones de la invencién pueden administrarse mediante inyeccion intravitrea
0 por via topica, tal como en forma de una gota para los ojos.

Descripcion breve del dibujo

La Figura 1 muestra el papel de EB3 en la hiperpermeabilidad inducida por inflamacion de la barrera endotelial.
EB3 establece interacciones transitorias de los extremos de MT en crecimiento con el IPsRs, sensibiliza el IPsRa y
regula positivamente la liberacion de Ca®* de almacenes y entrada de Ca?* dependiente de SOC durante la
inflamacioén. Esto da como resultado la amplificacion de la sefializacion de Ca®* y el aumento de la permeabilidad
a través de la fosforilacion mediada por PKCa de la contractilidad de p120-catenina y de la actomiosina.

La Figura 2 muestra una alineacién de receptores IPs humanos (794-814 aa de IPsRs tipo 3) con motivo de union
a EB (resaltado). El péptido IP3R3 (SEQ ID NO: 1) se muestra debajo de la alineacion.

La Figura 3 muestra una representacién en cinta de la estructura de EB3 (magenta) y del péptido derivado de
IPsR3 (SEQ ID NO: 1) acoplado a la ranura de unién hidrofébica EB3 de EB3; se muestra una rotacion de 180°. El
péptido derivado de IP3R3 se acopl6 utilizando un programa Z-Dock junto con el software Discovery Studio 3.0. La
energia de unioén entre el péptido y EB3 se calculé que era de -68,882 kcal/mol.

La Figura 4 muestra el péptido IPsRs (SEQ ID NO: 1) que inhibe la liberacién de Ca?* de RE en respuesta a la
activacion de PAR-1. A. Las CEMPH pretratadas con el péptido IPsR3 o el péptido de control (AP) unidos a AP se
cargaron con Fura 2-AM y la relacién 340/380 se calcul6 después de la estimulacién de células con trombina (50
nM) en ausencia y en presencia de Ca?* extracelular. Flecha, tiempo de adicion de trombina. B. La grafica muestra
la media + DT para la liberacion de Ca?* inducida por trombina y la entrada se calcula como un incremento maximo
sobre el valor basal. El aumento se normaliza para controlar las células no tratadas del mismo experimento (n =
4).

La Figura 5 muestra una representacion en cinta de EB3 en el complejo con EBIN (SEQ ID NO: 3) y péptido IPsRs
(SEQ ID NO: 1). La energia de unién calculada es -68,882 y -60,251 para IPR y EBIN, respectivamente.

El panel A de la Figura 6A-6B muestra una fuga vascular subcutanea de colorante azul de Evans unido a albumina,
gue se indujo por inyeccién intradérmica de VEGF, y el panel B cuantifica la fuga vascular segin se mide
espectrofotométricamente a 620 nm.
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El panel A de la Figura 7A-7D muestra que EBIN inhibié la tubulogénesis en pocillos recubiertos de matrigel (escala
de barra de 200 ym). El panel B muestra el nimero de ramas por area; ST = sin tratar; Contr = péptido de control;
**p<0,001 (n = 3 pocillos por grupo). El panel C muestra tincion de hematoxilina y eosina (HE) de tapones de
matrigel in vivo. El grupo 1 se tratd con el péptido de control y el grupo 3 se traté con Myr-EBIN a 0,36 y 60 h; el
grupo 2 recibié solo 36 y 60 h de tratamiento. El panel D muestra el nimero de vasos por mm2; ***p<0,001 (n = 15
por grupo). Barra de escala, 200 pym.

La Figura 8A-8B muestra el efecto del tratamiento con EBIN sobre la curva de crecimiento tumoral y la
neovascularizacién. El panel A representa la curva de crecimiento tumoral en el modelo de xenoinjerto; se muestra
la media; n = 8 ratones por grupo. El panel B representa el numero de vasos por area contada fuera del tumor; N
= 25 campos/ratén; N = 5 ratones; *, p<0,05; **, p<0,01.

La Figura 9 muestra una vision general del modelo animal para la induccion de la neovascularizacién coroidea
(NVC) en: (a) vista en seccién transversal del ojo que demuestra el haz laser enfocado en el epitelio pigmentario
de la retina para inducir una quemadura por laser y ruptura de la membrana de Bruch, (b) la ruptura de la membrana
de Bruch induce la proliferacion de los vasos sanguineos en la coroides y la lesion de NVC en la retina.

La Figura 10 muestra un esquema de la programacion para la NVC inducida por laser, la tomografia de coherencia
ocular (TCO), la angiografia con fluoresceina de fondo, el tratamiento y la recoleccién de tejidos para los grupos
1-3 (como se expone en la Tabla 4).

La Figura 11 muestra el efecto del tratamiento con EBIN en NVC. Andlisis correlativo de la pérdida vascular (a) y
la lesion (b-c) en ratones tratados con inyeccion intravitrea de péptido control (Myr-FAEIPTI), EBIN (Myr-FTEIPTI)
y anticuerpo anti-VEGF de raton (LEAF™). Imagenes representativas de la angiografia con fluoresceina de fondo
(a) y tomografia de coherencia optica correspondiente (b) en el dia 15 después de la fotocoagulacién por laser; los
nuameros en amarillo indican lesiones NVC correspondientes. El area de fuga se correlaciona con el tamafio de la
lesion. (c) La lesion de la NVC se detecta por tincion de isolectina B4 utilizando un epitelio pigmentario de retina
plana/coroides/esclerética. Cuantificacion del area de fuga de fluoresceina (d) y lesion (e) utilizando las imagenes
mostradas en (a) y (c); n = 6-9 ratones por grupo; **, p<0,01. Barra de escala, 200 ym y 100 ym en (a) y (c),
respectivamente. La comparacion entre los grupos se realiz6 utilizando ANOVA. El tratamiento anti-VEGF alterd
significativamente la curacién/cicatrizacion de heridas del area dafiada, mientras que el tratamiento con EBIN no
afecto el proceso de curacion.

La Figura 12 muestra los efectos del estudio de toxicidad aguda de 7 dias para EBIN. Imagenes representativas
de la angiografia con fluoresceina de fondo (a) y tomografia de coherencia optica correspondiente (b) en el dia 8
después del tratamiento intravitreo con EBIN (1 ug/ojo). Nota, EBIN forma pequefios cristales/se precipita dentro
del humor diverso; no se detectaron cambios visibles en la vasculatura retiniana y epitelio pigmentario de la retina,
coroides, escleroética.

Descripcion detallada

Los inventores han hecho el sorprendente descubrimiento de que los péptidos derivados del dominio que interactia
con EB3 del receptor de inositol 1,4,5-trisfosfato (IPs) tipo 3 (IPsRs) reducen la interaccién entre la proteina de union
al extremo 3 (EB3) e IP3R3 e inhiben la permeabilidad vascular inducida por VEGF o la fuga microvascular inducida
por VEGF. Los péptidos de la invencion demuestran propiedades protectoras de la barrera en diversas enfermedades
inflamatorias y demuestran propiedades antiangiogénicas in vitro e in vivo.

El trabajo previo sugerido por el papel del citoesqueleto de MT en la regulacién de la liberacion activada por IPs de
Ca?* del almacén de RE y EB3 es necesario para la deplecion de Ca?* en RE. IPsR3 contiene un motivo de consenso
de union a EB, Ser/Thr-x-lle-Pro (SxIP) (SEQ ID NO: 5). Un péptido corto basado en la secuencia IP3R3
(KFARLWTEIPTAIT--SEQ ID NO: 1) muestra una actividad de union elevada para EB3 (véase el Ejemplo 1). Estos
estudios demuestran que la interaccion entre IPsRs y EB3 es critica en el mecanismo de activacion de IPsR.

El papel de EB3 en la hiperpermeabilidad inducida por inflamacion de la barrera endotelial se centra en su capacidad
para establecer interacciones transitorias de los extremos de MT en crecimiento con IP3R3. Como resultado, EB3
sensibiliza IP3R3 a IP3 y regula positivamente la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico (RE). Esto conduce a la
entrada de Ca®* dependiente de SOC y la amplificacion de la sefializacion de Ca®*. El aumento de la concentracion
de Ca?* citosolico induce la fosforilacion mediada por PKC a de p120-catenina, lo que resulta en el desmontaje de las
adhesiones de VE-cadherina. También facilita la contractilidad de actomiosina dependiente de RhoA que resulta en
los cambios de forma de la célula. Véase la FIG. 1. Este trabajo se describe con detalle en la solicitud internacional
n.° PCT/US2012/042118 y en la patente de Estados Unidos n.° 8.912.139.

Los métodos y materiales descritos a continuacion evitan o inhiben la fuga microvascular inducida por VEGF vy, por lo
tanto, son utiles para inhibir la angiogénesis y tratar trastornos tales como degeneracién macular, retinopatia diabética,
cancer, oclusion de la vena retiniana central u oclusién de rama venosa retiniana, por citar algunos.
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Definiciones

La terminologia utilizada en el presente documento tiene el propésito de describir realizaciones particulares solamente
y no pretende ser limitante. Como se utiliza en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
en singular "un", "una", "el" y "la" incluyen las referencias en plural a menos que el contexto indique claramente otra

cosa.

Para la recitacion de intervalos numéricos en el presente documento, se contempla de manera explicita cada nimero
intermedio entre ellos con el mismo grado de precision. Por ejemplo, para el intervalo de 6-9, se contemplan los
nuameros 7 y 8 ademas de 6 y 9, y para el intervalo 6,0-7,0, se contemplan de manera explicita los numeros 6,0, 6,1,
6,2,6,3,6,4,6,5,6,6,6,7,6,8,69y7,0.

"Angiogénesis", como se utiliza en el presente documento, se refiere al proceso a través del cual se forman nuevos
vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes. Por ejemplo, las citocinas y proteasas de matriz extracelular inducen
remodelacion tisular en la preparacion para la migracion de células endoteliales de vasos existentes para formar
NuUevos vasos.

"Fragmento”, como se utiliza en el presente documento, puede significar una porcién de un péptido o polipéptido de
referencia o secuencia de acido nucleico.

"ldéntico” o "identidad", como se utiliza en el presente documento en el contexto de dos o mas polipéptidos o
secuencias nucleotidicas, puede significar que las secuencias tienen un porcentaje especificado de residuos o
nucleétidos que son iguales en una region especificada. El porcentaje se puede calcular alineando de manera 6ptima
las dos secuencias, comparando las dos secuencias sobre la regiéon especificada, determinando el numero de
posiciones en las que se produce el residuo idéntico en ambas secuencias para producir el niumero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones en la region
especificada y multiplicando el resultado por 100 para producir el porcentaje de identidad de secuencia. En los casos
en que las dos secuencias son de diferentes longitudes o la alineaciéon produce uno o mas extremos escalonados y la
region de comparacioén especificada incluye solo una secuencia, los residuos de secuencia sencilla se incluyen en el
denominador pero no en el numerador del célculo.

"Péptido" o "polipéptido”, como se utiliza en el presente documento, puede referirse a una secuencia enlazada de
aminoacidos y puede ser natural, sintético, o una modificacion o combinacion de natural y sintético.

"Sustancialmente idéntico", tal como se utiliza en el presente documento, puede significar que una primera y segunda
secuencia de proteina o nucleétido son al menos 50 %-99 % idénticas sobre una regién de 6-100 o mas aminoacidos
nucleétidos.

"Que trata", "tratamiento”, o "tratar" cada uno puede significar aliviar, suprimir, reprimir, eliminar, evitar o retrasar la
aparicion de sintomas, signos clinicos o patologia subyacente de una afeccion o trastorno de manera temporal o
permanente. La prevencion de una afeccién o trastorno implica administrar un agente de la presente invencion a un
sujeto antes de la aparicion de la enfermedad. Suprimir una afeccién o trastorno implica administrar un agente de la
presente invencion a un sujeto después de la induccion de la afeccidn o trastorno pero antes de su aparicion clinica.
La represién de la afeccion o trastorno implica administrar un agente de la presente invencién a un sujeto después de
la aparicion clinica de la enfermedad.

La expresion "terapéuticamente eficaz" depende de la afeccion de un sujeto y del compuesto especifico administrado.
La expresion se refiere a una cantidad eficaz para conseguir un efecto clinico deseado. Una cantidad terapéuticamente
eficaz varia con la naturaleza de la afeccion que se esta tratando, la duracion del tiempo cuya actividad se desea, y la
edad y la afeccion del sujeto y, en ultima instancia, se determina por el proveedor de servicios de salud. En un aspecto,
una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido o composicién es una cantidad eficaz para inhibir, reducir o evitar
la permeabilidad vascular inducida por VEGF y/o angiogénesis.

Una "variante" significa un péptido o polipéptido que difiere en la secuencia de aminoacidos por la insercién, delecién
o sustitucién conservativa de aminoacidos, pero conserva al menos una actividad biolégica. Ejemplos representativos
de "actividad biolégica" incluyen la capacidad de unirse a la proteina de unién al extremo, un receptor tipo toll (TLR) y
de unirse por un anticuerpo especifico. Variante también puede significar una proteina con una secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a una proteina de referencia con una secuencia de aminoacidos que
conserva al menos una actividad bioldgica. Una sustitucion conservativa de un aminoacido, es decir, reemplazar un
aminoacido con un aminoacido diferente de propiedades similares (p. ej., hidrofilicidad, grado y distribucién de las
regiones cargadas) se reconoce en la técnica como que implica generalmente un cambio menor. Estos cambios
menores se pueden identificar, en parte, considerando el indice hidropatico de los aminoacidos, como se entiende en
la técnica. Kyte et al., J. Mol. Biol. 157:105-132 (1982). El indice hidropatico de un aminoacido se basa en una
consideracion de su hidrofobicidad y carga. Se sabe en la técnica que los aminoacidos de indices hidropaticos
similares pueden sustituirse y aun conservar la funcion proteica. En un aspecto, estan sustituidos los aminoacidos que
tienen indices hidropaticos de + 2. La hidrofilicidad de los aminoacidos también se puede utilizar para revelar
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sustituciones que darian como resultado proteinas que conservan la funciéon biolégica. Una consideracion de la
hidrofilicidad de los aminoacidos en el contexto de un péptido permite el calculo de la mayor hidrofilicidad media local
de ese péptido, una medida util que se ha informado que se correlaciona bien con la antigenicidad y la
inmunogenicidad. Patente de Estados Unidos n.° 4.554.101. La sustitucion de aminoacidos que tiene valores de
hidrofilicidad similares puede dar como resultado péptidos que conservan actividad biolégica, por ejemplo,
inmunogenicidad, como se entiende en la técnica. Las sustituciones se pueden realizar con aminoacidos que tienen
valores de hidrofilicidad dentro de + 2 entre si. Tanto el indice de hidrofobicidad como el valor de hidrofilicidad de los
aminoacidos estan influenciados por la cadena lateral particular de ese aminoacido. De acuerdo con esa observacion,
se entiende que las sustituciones de aminoacidos que son compatibles con la funcién biolégica dependen de la
similitud relativa de los aminoacidos, y particularmente de las cadenas laterales de esos aminoacidos, como lo revela
la hidrofobicidad, hidrofilicidad, carga, tamafio y otras propiedades.

En el presente documento se proporciona un péptido, que puede comprender la secuencia de aminoacidos
KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), KFARLWAEIPTAIT (SEQ ID NO: 2) (también se denomina en el presente
documento péptido IP3R3), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) (también se denomina en el presente documento péptido o
"EBIN"), un péptido divulgado en el presente documento en la Tabla 1, un fragmento del mismo o una variante del
mismo. La variante puede comprender una sustitucién conservativa. El péptido puede comprender una secuencia de
motivo de consenso de union a EB, tal como la secuencia de consenso de union a EB de IP3Rs, o un fragmento de la
misma. La secuencia de consenso de union a EB de IP3R3 puede ser Ser/Thr-x-lle-Pro (SEQ ID NO: 5). El péptido
puede consistir en KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), KFARLWAEIPTAIT (SEQ ID NO: 2), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3),
una secuencia de consenso que comprende Ser/Thr-x-lle-Pro (SEQ ID NO: 5), un péptido divulgado en el presente
documento en la Tabla 1, un fragmento de lo anterior, o una variante conservativa de lo anterior. La variante puede
comprender cualquier secuencia peptidica que contenga la secuencia Ser/Thr-x-lle-Pro (SEQ ID NO: 5), la secuencia
minima de motivo de consenso de unién a EB.

El péptido puede comprender la secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), KFARLWAEIPTAIT
(SEQ ID NO: 2) (también se denomina en el presente documento péptido IPsRz), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3) (también
se denomina en el presente documento péptido o "EBIN"), un péptido divulgado en el presente documento en la Tabla
1, un fragmento del mismo o una variante del mismo, en donde el péptido o un polipéptido que comprende el péptido
es 7 residuos de aminoacidos, 8 residuos de aminoacidos, 9, residuos de aminoacidos, 10, residuos de aminoacidos,
11, residuos de aminoacidos, 12 residuos de aminoacidos, 13 residuos de aminoacidos, 14 residuos de aminoacidos,
15 residuos de aminoacidos, 16 residuos de aminoacidos, 17 residuos de aminoacidos, 18 residuos de aminoacidos,
19, residuos de aminoacidos, 20 residuos de aminoacidos, 21 residuos de aminoacidos, 22 residuos de aminoacidos,
23 residuos de aminoacidos, 24 residuos de aminoacidos, 25 residuos de aminoacidos, 26 residuos de aminoacidos,
27 residuos de aminoacidos, 28 residuos de aminoacidos, 29 residuos de aminoacidos, 30 residuos de aminoacidos,
35 residuos de aminoacidos, 40 residuos de aminoacidos, 45 residuos de aminoacidos, 50 residuos de aminoacidos,
55 residuos de aminoacidos, 60 residuos de aminoacidos, 65 residuos de aminoacidos, 70 residuos de aminoacidos,
75 residuos de aminoacidos, 80 residuos de aminoacidos, 85 residuos de aminoacidos, 90 residuos de aminoacidos,
95 residuos de aminoacidos o 100 residuos de aminoacidos.

El péptido puede ser modificado ya que la secuencia de aminoacidos tiene una o mas sustituciones de aminoacidos,
inserciones de aminoacidos, deleciones de aminoacidos, truncamiento de terminal carboxi o un truncamiento de
terminal amino.

El péptido también puede estar glucosilado, fosforilado, sulfatado, glucosilado, animado, carboxilado, acetilado. Por
ejemplo, el extremo C-terminal puede modificarse con amidacion, adicion de alcoholes peptidicos y aldehidos, adicion
de ésteres, adicion de p-nitorailina y péptidos de tioésteres y de multiples antigenos. Las cadenas N-terminales y
laterales pueden ser modificadas por PEGilacién, acetilacion, formilacién, adicién de un acido graso, adicion de
benzoilo, adicion de bromoacetilo, adicion de piroglutamilo, succinilacion, adicion de tetrabutioxicarbonilo y adicion de
3-mercaptopropilo, acilaciones (p. €j., lipopéptidos), biotinilacion, fosforilacién, sulfatacion, glucosilacién, introduccion
de grupo maleimido, restos quelantes, croméforos y fluréforos.

El péptido puede conjugarse con un acido graso, p. €j., el péptido esta miristoilado. Por ejemplo, un acido graso puede
conjugarse con el extremo N-terminal del péptido, tales acidos grasos incluyen acido caprilico (C8), acido caprico
(C10), acido laurico (C12), acido miristico (C14), acido palmitico (C16) o acido estearico (C18), etc. Ademas, las
cisteinas en péptidos pueden ser palmitoiladas.

El péptido puede conjugarse o enlazarse a otro péptido, tal como un péptido portador. El péptido portador puede
facilitar la penetracion celular, tal como péptido antennapedia, péptido penetratina, TAT, tranportano o poliarginina.

Los péptidos pueden ser ciclicos. El péptido desvelado en el presente documento puede ciclarse afiadiendo puentes
disulfuro Unicos o multiples, afiadiendo una unién Unica o mdltiple entre el extremo N y C-terminal, ciclaciéon de cabeza
a cola, ciclacién de cadena lateral (p. €j., puente de lactama, tioéster), péptidos estables con hidrocarburo.

El péptido puede marcarse con marcado isotdpico pesado, p. €j., '°N, '3C, FITC, conjugacion con una proteina
portadora, conjugacién con un agente de formacion de imagenes, sustratos de FRET con un par fluréforo/colorante
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inhibidor, conjugacién péptido-ADN, conjugacion péptido-ARN y marcado péptido-enzima.

El péptido puede estar dentro de una proteina de fusién tal como fusionada a un polipéptido o péptido que promueve
la oligomerizacion, tal como un dominio de cremallera de leucina; un polipéptido o péptido que aumenta la estabilidad
0 aumenta la semivida, tal como una regién constante de inmunoglobulina; y un polipéptido que tiene una actividad
terapéutica diferente del péptido o de la invencién, un agente quimioterapico, un anticuerpo o una proteina para la
orientacion especifica del tejido.

Las fusiones pueden hacerse bien en el extremo amino-terminal o bien en el extremo carboxi-terminal del polipéptido.
Las proteinas de fusién pueden ser directas sin un enlazador o una molécula adaptadora o indirectas utilizando una
molécula enlazadora o adaptadora. Una molécula enlazadora o adaptadora puede ser uno o mas residuos de
aminoacidos, normalmente hasta aproximadamente 20 a aproximadamente 50 residuos de aminoacidos. También se
puede disefiar una molécula enlazadora o adaptadora con un sitio de escision para una proteasa para permitir la
separacion de los restos fusionados. Por ejemplo, el péptido puede fusionarse a uno o mas dominios de una regién
Fc de IgG humana para aumentar la semivida del péptido o la adicién de un dominio variable de Fab para acortar la
semivida del péptido.

Métodos de tratamiento

En el presente documento se proporciona un método para inhibir, evitar o reducir la angiogénesis. La angiogénesis se
asocia con el crecimiento tumoral, progresion del cancer y metastasis, ceguera y degeneracién macular, retinopatia
diabética, por citar algunos.

La invencién proporciona un método para inhibir la angiogénesis implicada en el crecimiento tumoral, progresion del
cancer y metastasis. La invencion también proporciona métodos para tratar, inhibir y evitar el crecimiento de tumores
y canceres tales como, p. €j., tumores cerebrales (incluyendo meningiomas, glioblastoma multiforme, astrocitomas
anaplasicos, astrocitomas cerebelosos, otros astrocitomas de alto grado o de bajo grado, gliomas del tronco cerebral,
oligodendrogliomas, gliomas mixtos, otros gliomas, neuroblastomas cerebrales, craneofaringiomas, gliomas
diencefalicos, germinomas, meduloblastomas, ependimomas, tumores del plexo coroideo, tumores pineales
parenquimatosos, gangliogliomas, tumores neuroepiteliales, tumores gliales neuronales o neuronales mixtos), tumores
de pulmén (incluyendo carcinomas de células pequefias, carcinomas epidermoides, adenocarcinomas, carcinomas de
células grandes, tumores carcinoides, tumores de las glandulas bronquiales, mesoteliomas, sarcomas o tumores
mixtos), canceres de prostata (incluyendo adenocarcinomas, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células
transicionales, carcinoma del utriculo prostatico, o carcinosarcomas), canceres de mama (incluyendo
adenocarcinomas o tumores carcinoides), o canceres gastricos, intestinales, o de colon (incluyendo adenocarcinomas,
carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular infiltrante, carcinoma medular, carcinoma ductal in situ, carcinoma lobular
in situ, carcinoma coloide o enfermedad de Paget del pezén), cancer de piel (incluyendo melanoma, carcinoma de
células escamosas, progresion tumoral de queratinocitos cutdneos humanos, carcinoma de células basales,
hemangiopericitoma y sarcoma de Karposi), linfoma (incluyendo enfermedad de Hodgkin y linfoma no Hodgkin),
sarcomas (incluyendo osteosarcoma, condrosarcoma y fibrosarcoma), asi como para el tratamiento de trastornos del
sistema nervioso.

La administracion de los péptidos de la invencion puede combinarse con otras terapias contra el cancer, agentes
antitumorales y agentes quimioterapéuticos tales como un inhibidor de la aromatasa, un antiestrogeno, un
antiandrégeno, un agonista de la gonadorelina, un inhibidor de la topoisomerasa |, un inhibidor de la topoisomerasa II,
un agente activo de microtibulos, un agente alquilante, un retinoide, un carotenoide, un tocoferol, un inhibidor de
ciclooxigenasa, un inhibidor de MMP, un inhibidor de mTOR, un antimetabolito, un compuesto de platino, un inhibidor
de la metionina aminopeptidasa, un bisfosfonato, un anticuerpo antiproliferativo, un inhibidor de la heparanasa, un
inhibidor de las isoformas oncogénicas de Ras, un inhibidor de la telomerasa, un inhibidor del proteasoma, un
compuesto utilizado en el tratamiento de las neoplasias hematologicas, un inhibidor de la Flt-3, un inhibidor de la
Hsp90, un inhibidor de la proteina del huso de quinesina, un inhibidor de MEK, un antibiético antitumoral, una
nitrosourea, un compuesto que esta dirigido/disminuye una actividad de proteina o lipido quinasa, un compuesto que
esta dirigido/disminuye una actividad de proteina o lipido fosfatasa, cualquier compuesto antiangiogénico adicional, y
combinaciones de los mismos. Los ejemplos especificos de agentes antitumorales incluyen, pero no se limitan a,
azacitidina, axatioprina, bevacizumab, bleomicina, capecitabina, carboplatino, clorabucilo, cisplatino, ciclofosfamida,
citarabina, daunorrubicina, docetaxel, doxifluridina, doxorrubicina, epirubicina, etoposido, fluorouracilo, gemcitabina,
herceptin, idarrubicina, mecloretamina, melfalan, mercaptopurina, metotrexato, mitoxantrona, oxaliplatino, paclitaxel,
taflupdsido, teniposido, tioguanina, acido retinoico, valrrubicina, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina,
inhibidores de la tirosina quinasa del receptor, y combinaciones de los mismos. Se conocen en la técnica ejemplos
adicionales de agentes antitumorales o quimioterapéuticos.

La invencidn proporciona métodos para tratar la degeneracién macular incluyendo degeneracion macular himeda y
seca que comprende administrar el péptido de la invencion. La degeneracién macular humeda ocurre cuando los vasos
sanguineos anormales crecen detras de la macula. Estos vasos son fragiles y pueden producir fugas de liquido y
sangre, lo que resulta en la cicatrizacion de la macula y aumenta el potencial de dafio rapido y severo. La membrana
de Bruch se descompone, por lo general cerca de depésitos de drusas. Aqui es donde el nuevo crecimiento de los
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vasos sanguineos, o neovascularizacion, se produce. La vision central puede distorsionarse o desaparecer por
completo en un corto periodo de tiempo, a veces en unos dias.

Para los métodos de tratamiento de la degeneracion macular, se contempla la administracién ocular de los péptidos
de la invencion. Ademas, la administracion de los péptidos puede combinarse con otros agentes terapéuticos tales
como otros farmacos antiangiogénicos tales como Bevacizumab (Avastin), Ranibizumab (Lucentis), Pegaptanib
(Macugen), Aflibercept (Eylea), Lodamina (una formulacién polimérica de TNP-470), Verteporfina (Visudyne),

(terapia fotodinamica o TFD), terapias de oligonucleottido, anticuerpos contra Dr5, moduladores de quinasa de
molécula pequefia dirigidos a c-Met, derivados de quinolona, piridina biciclica fusionada y derivados de pirazina, o
compuestos de pirrolopirimidina como inhibidores de CDK4/6. Agentes terapéuticos adicionales son conocidos en la
técnica. Ademas, la administracion de los péptidos de la invencién para tratar la degeneracién macular puede
combinarse con otros procedimientos tales como un telescopio implantable, una fotocoagulacién por laser y una cirugia
de translocacién macular.

En el presente documento se proporciona un método para tratar un trastorno asociado con la permeabilidad vascular
inducida por VEGF. Por ejemplo, la invencion proporciona métodos para tratar el deterioro visual o la pérdida de la
vision (ceguera), degeneracién macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa retiniana de
retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de
prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular, neovascularizacion de la cdrnea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma,
uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

Sujeto

El sujeto puede ser un mamifero, que puede ser un ser humano. Antes del diagnéstico, el sujeto puede estar en riesgo
de padecer cancer debido a la exposicién a uno o mas factores de riesgo o tener un riesgo genético de desarrollar
cancer. Uno o mas factores de riesgo pueden incluir, por ejemplo, el sujeto que tiene antecedentes familiares de
cancer, la edad, fumar tabaco, exposicién al sol, beber bebidas alcohdlicas, la falta de actividad fisica, obesidad y/o
deficiencia dietética.

Antes del diagnostico, el sujeto puede estar en riesgo de desarrollar degeneracion macular debido a la exposicion a
uno o mas factores de riesgo o tener un riesgo genético de desarrollar degeneracion macular. Uno o mas factores de
riesgo pueden incluir, por ejemplo, el sujeto que tiene antecedentes familiares de degeneracién macular, la edad,
fumar tabaco, exposicién prolongada al sol, dieta alta en grasas, deficiencia dietética, tension arterial alta, obesidad
y/u ojos de color claro.

Administracion

Los métodos adecuados para administrar una composicion fisiologicamente aceptable, tal como una composicién
farmacéutica que comprende un compuesto y/o una micela descritos en el presente documento, son bien conocidos
en la técnica. Aunque se puede usar mas de una via para administrar un péptido, una via particular a menudo puede
proporcionar una via mas inmediata y mas eficaz que otra via. Dependiendo de las circunstancias, se aplica o instila
una composicion farmacéutica que comprende el péptido en las cavidades corporales, se absorbe a través de la piel
o las membranas mucosas, se ingiere, se inhala y/o se introduce en la circulacion. Por ejemplo, en determinadas
circunstancias, sera deseable administrar la composicién farmacéutica oralmente; mediante inyeccion o infusién por
un medio intravenoso, intratumoral, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intracerebroventricular,
intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal, intralesional, intramedular, intratecal, intraventricular, transdérmico,
subcutaneo, intraperitoneal, intranasal, enteral, topico, sublingual, uretral, vaginal o rectal; por sistemas de liberacion
controlada, retardada, sostenida o modificada de otro modo; o mediante dispositivos de implantacion. En un aspecto,
la exposicion al farmaco puede optimizarse manteniendo las concentraciones plasmaticas de farmaco constantes con
el tiempo. Dicho estado estacionario se logra generalmente en entornos clinicos mediante infusion continua del
farmaco a dosis que dependen del aclaramiento del farmaco y de la concentracién plasmatica a ser sostenida. Si se
desea, la composiciéon se administra regionalmente mediante administracion intratumoral, administracién intratecal,
administracion intracerebral (intraparenquimal), administracion intracerebroventricular o administracion intraarterial o
intravenosa dirigida a la region de interés. Como alternativa, el péptido se administra por implantaciéon de una matriz,
membrana, esponja u otro material apropiado sobre el cual se ha encapsulado o absorbido el compuesto deseado.
Cuando se usa un dispositivo de implantacion, el dispositivo es, en un aspecto, implantado en cualquier tejido u 6rgano
adecuado, y la administracion del compuesto deseado es, por ejemplo, mediante difusion, bolo de liberacion
programada o administracién continua.

La administracién ocular de los péptidos puede llevarse usando implantes intraoculares, inyecciones intravitreas,
administracion sistémica, aplicacion tépica, nanoparticulas, microparticulas, gotas para los ojos, geles bioadhesivos o
sellante de fibrina, polisacaridos para modular la permeabilidad del complejo de barrera de células epiteliales, el
péptido mejora la administracion del farmaco en la cornea, la administracion de la mucosa, tal como la administracion
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usando un polimero biovector, pulverizaciones oftalmicas acuosas y tratamiento electrodinamico de pulverizacion
ocular. En una realizacion particular, el péptido puede administrarse por inyeccion intravitrea o por via topica, tal como
en forma de una gota para los ojos.

El péptido puede administrarse como una monoterapia o simultdneamente o metrénicamente con otros tratamientos,
que pueden ser una cirugia o extirpacion de un tumor. El término "simultaneo" o "simultaneamente", como se utiliza
en el presente documento, significa que el péptido y otro tratamiento se administran en un plazo de 48 horas,
preferentemente de 24 horas, mas preferentemente de 12 horas, aun mas preferentemente de 6 horas, y los mas
preferentemente de 3 horas o menos, entre si. El término "metrénicamente”, como se utiliza en el presente documento,
significa la administracion del péptido a veces diferente del otro tratamiento y a una cierta frecuencia con respecto a
la administracién repetida. Por ejemplo, el péptido de la invencién puede administrarse con uno o mas inhibidores de
VEGF. Por ejemplo, el péptido de la invenciéon se puede administrar con uno o mas inhibidores de VEGF o en
combinacién con un tratamiento con laser para la pérdida de la vision.

El péptido puede administrarse en cualquier punto antes de otro tratamiento que incluya aproximadamente 120 h, 118
h, 116 h, 114 h, 112 h, 110 h, 108 h, 106 h, 104 h, 102 h, 100 h, 98 h, 96 h, 94 h, 92 h, 90 h, 88 h, 86 h, 84 h, 82 h, 80
h,78h,76 h,74h,72h,70h,68 h,66 h,64 h,62 h,60h, 58 h, 56 h, 54 h, 52 h, 50 h, 48 h, 46 h, 44 h, 42 h, 40 h, 38
h,36h,34h,32h,30h,28h,26h,24h,22h,20h, 18 h, 16 h, 14 h,12h, 10 h,8 h,6 h,4 h, 3 h, 2 h, 1 h, 55 min,
50 min, 45 min, 40 min, 35 min, 30 min, 25 min, 20 min, 15 min, 10 min, 9 min, 8 min, 7 min, 6 min, 5 min, 4 min, 3
min, 2 min, y 1 min. El péptido puede administrarse en cualquier punto antes de un segundo tratamiento del péptido
que incluye aproximadamente 120 h, 118 h, 116 h, 114 h, 112 h, 110 h, 108 h, 106 h, 104 h, 102 h, 100 h, 98 h, 96 h,
94 h,92h,90h,88h,86h,84h,82h,80h,78h,76h,74h,72h,70h,68 h, 66 h,64 h,62h, 60 h, 58 h, 56 h, 54 h,
52h,50h,48h,46h,44h,42h,40h,38h,36h,34h,32h,30h,28h,26h,24h,22h,20h,18 h, 16 h, 14 h, 12 h,
10h,8h,6h,4h,3h,2h,1h, 55 min, 50 min, 45 min, 40 min, 35 min, 30 min, 25 min, 20 min, 15 min, 10 min, 9 min,
8 min, 7 min, 6 min, 5 min, 4 min, 3 min, 2 min, y 1 min.

El péptido puede administrarse en cualquier punto después de otro tratamiento que incluye aproximadamente 1 min,
2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 6 min, 7 min, 8 min, 9 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min, 30 min, 35 min, 40 min, 45 min,
50 min, 55 min, 1h,2h,3h,4h,6h,8h,10h,12h, 14 h, 16 h, 18 h,20 h, 22 h,24 h, 26 h, 28 h, 30 h, 32 h, 34 h, 36
h,38h,40h,42h,44 h,46 h,48 h,50 h, 52 h, 54 h, 56 h, 58 h, 60 h, 62 h, 64 h, 66 h, 68 h, 70 h, 72 h, 74 h, 76 h, 78
h,80h,82h,84h,86h,83h,90h,92h,94h,96 h, 98 h, 100 h, 102 h, 104 h, 106 h, 108 h, 110 h, 112 h, 114 h, 116
h, 118 h, y 120 h. El péptido puede administrarse en cualquier punto después de un segundo tratamiento del péptido
que incluye aproximadamente 120 h, 118 h, 116 h, 114 h, 112 h, 110 h, 108 h, 106 h, 104 h, 102 h, 100 h, 98 h, 96 h,
94 h,92h,90h,88h,86h,84h,82h,80h,78h,76h,74h,72h,70h,68 h, 66 h,64 h, 62 h, 60 h, 58 h, 56 h, 54 h,
52h,50h,48h,46 h,44h,42h,40h,38h,36h,34h,32h,30h,28h,26h,24h,22h,20h,18 h, 16 h, 14 h, 12 h,
10h,8h,6h,4h,3h,2h,1h, 55 min, 50 min, 45 min, 40 min, 35 min, 30 min, 25 min, 20 min, 15 min, 10 min, 9 min,
8 min, 7 min, 6 min, 5 min, 4 min, 3 min, 2 min, y 1 min.

Formulaciéon

El método puede comprender administrar el péptido. Los péptidos proporcionados en el presente documento pueden
tomar la forma de comprimidos o grageas formulados de forma convencional. Por ejemplo, los comprimidos vy las
capsulas para administracion oral pueden contener excipientes convencionales, pueden ser agentes aglutinantes,
cargas, lubricantes, desintegrantes y agentes humectantes. Los agentes aglutinantes incluyen, pero no se limitan a,
jarabe, acacia, gelatina, sorbitol, tragacanto, mucilago de almidén y polivinilpirrolidona. Las cargas pueden ser lactosa,
azucar, celulosa microcristalina, almidén de maiz, fosfato de calcio y sorbitol. Los lubricantes incluyen, pero no se
limitan a, estearato de magnesio, acido estearico, talco, polietilenglicol, y silice. Los desintegrantes pueden ser almidén
de patata y glicolato sddico de almidén. Los agentes humectantes pueden ser laurilsulfato de sodio. Los comprimidos
pueden recubrirse de acuerdo con métodos bien conocidos en la técnica.

Los péptidos proporcionados en el presente documento pueden ser también formulaciones liquidas tales como
suspensiones acuosas u oleosas, soluciones, emulsiones, jarabes y elixires. Los péptidos también pueden formularse
como un producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo adecuado antes de su uso. Dichas preparaciones
liquidas pueden contener aditivos, tales como agentes de suspension, agentes emulsionantes, vehiculos no acuosos
y conservantes. El agente de suspension puede ser jarabe de sorbitol, metilcelulosa, jarabe de glucosa/azucar,
gelatina, hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de aluminio y grasas comestibles hidrogenadas.
Los agentes emulsionantes pueden ser lecitina, monooleato de sorbitan y acacia. Los vehiculos no acuosos pueden
ser aceites comestibles, aceite de almendra, aceite de coco fraccionado, ésteres oleosos, propilenglicol y alcohol
etilico. Los conservantes pueden ser p-hidroxibenzoato de metilo o propilo y acido sérbico. En particular, los péptidos
de la invencion pueden estar en formulaciones acuosas para administracion topica, tal como en forma de una gota
para los ojos.

Los péptidos proporcionados en el presente documento también pueden formularse como supositorios, que pueden
contener bases de supositorios tales como manteca de cacao o glicéridos. Los péptidos proporcionados en el presente
documento también pueden formularse para inhalacién, que puede estar en una forma tal como una solucion,
suspension o emulsién que se puede administrar como un polvo seco o en forma de un aerosol usando un propelente,
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tal como diclorodifluorometano o triclorofluorometano. Los péptidos proporcionados en el presente documento también
pueden formularse como formulaciones transdérmicas que comprenden vehiculos acuosos 0 no acuosos tales como
cremas, pomadas, lociones, pastas, emplasto medicado, parche o0 membrana. Los péptidos proporcionados en la
presente invencién también pueden formularse para administracion parenteral, tal como por inyeccion, inyeccién
intratumoral o infusién continua. Las formulaciones para inyeccién pueden estar en forma de suspensiones, soluciones
o emulsiones en vehiculos oleaginosos o acuosos y pueden contener agentes de formulaciéon que incluyen, pero no
limitados a, agentes de suspension, estabilizantes y dispersantes. El péptido también puede proporcionarse en forma
de polvo para reconstitucion con un vehiculo adecuado que incluye, pero no limitados a, agua estéril libre de pirégenos.

Los péptidos proporcionados en el presente documento también pueden formularse como una preparacién de
depésito, que puede administrarse mediante implante o mediante inyeccidén intramuscular. Los péptidos pueden
formularse con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (como una emulsion en un aceite adecuado, por
ejemplo), resinas de intercambio i6nico o como derivados escasamente solubles (como una sal escasamente soluble,
por ejemplo).

Dosificacion

El método puede comprender administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del péptido a un paciente en necesidad
del mismo. La cantidad terapéuticamente eficaz requerida para su uso varia con la naturaleza de la afeccién que se
esta tratando, la duracién de tiempo deseada para activar la actividad de TLR y la edad/condicién del paciente. En
general, sin embargo, las dosis empleadas para el tratamiento de seres humanos adultos estan normalmente en el
intervalo de 0,001 mg/kg a aproximadamente 200 mg/kg al dia. La dosis puede ser de aproximadamente 0,05 mg/kg
a aproximadamente 10 mg/kg al dia. La dosis deseada puede administrarse convenientemente en una dosis unica o
como dosis multiples administradas a intervalos apropiados, por ejemplo, como dos, tres, cuatro o mas subdosis al
dia. Pueden ser deseadas dosis multiples o requeridas.

La dosificacion puede ser a cualquier dosificacion tal como aproximadamente 0,05 pg/kg, 0,06 pg/kg, 0,07 pg/kg,
0,08 pg/kg, 0,09 pg/kg, 0,1 pg/kg, 0,2 pg/kg, 0,3 pg/kg, 0,4 pg/kg, 0,5 pg/kg, 0,6 pg/kg, 0,7 pg/kg, 0,8 pg/kg, 0,9 pg/kg,
1 ug/kg, 1,5 pg/kg, 2 pg/kg, 3 pg/kg, 4 pg/kg, 5 pg/kg, 10 pg/kg, 15 pg/kg, 20 pg/kg, 25 pg/kg, 50 pg/kg, 75 pg/kg,
100 pg/kg, 125 pg/kg, 150 pg/kg, 175 pg/kg, 200 pg/kg, 225 pg/kg, 250 pg/kg, 275 pglkg, 300 pglkg, 325 pg/kg,
350 pg/kg, 375 pg/kg, 400 pg/kg, 425 pg/kg, 450 pg/kg, 475 pug/kg, 500 pg/kg, 525 pg/kg, 550 pg/kg, 575 pg/kg,
600 pg/kg, 625 pg/kg, 650 pg/kg, 675 pg/kg, 700 pg/kg, 725 pg/kg, 750 ug/kg, 775 pg/kg, 800 pg/kg, 825 pg/kg,
850 pg/kg, 875 pg/kg, 900 ug/kg, 925 pg/kg, 950 pg/kg, 975 pg/kg.

La dosificacion puede ser a cualquier dosificacion tal como aproximadamente 0,05 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,07 mg/kg,
0,08 mg/kg, 0,09 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,2 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,4 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,6 mg/kg, 0,7 mg/kg, 0,8 mg/kg,
0,9 mg/kg, 1 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg, 150 mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg,
225 mg/kg, 250 mg/kg, 275 mg/kg, 300 mg/kg, 325 mg/kg, 350 mg/kg, 375 mg/kg, 400 mg/kg, 425 mg/kg, 450 mg/kg,
475 mg/kg, 500 mg/kg, 525 mg/kg, 550 mg/kg, 575 mg/kg, 600 mg/kg, 625 mg/kg, 650 mg/kg, 675 mg/kg, 700 mg/kg,
725 mg/kg, 750 mg/kg, 775 mg/kg, 800 mg/kg, 825 mg/kg, 850 mg/kg, 875 mg/kg, 900 mg/kg, 925 mg/kg, 950 mg/kg,
975 mg/kg, 1 g/kg, 2 g/kg, 3 g/kg, 4 g/kg, 5 g/kg, 6 g/kg, 7 g/kg, 8 g/kg, 9 g/kg, o 10 g/kg.

Kit

En el presente documento se proporciona un kit, que puede utilizarse para tratar un trastorno asociado con la
permeabilidad vascular inducida por VEGF o angiogénesis. El kit puede comprender uno o mas de los péptidos. Los
péptidos pueden ser parte de una composicién farmacéutica. El kit puede comprender ademas instrucciones para usar
el kit y llevar a cabo la administracion del péptido o formulacion.

El kit también puede comprender uno o mas recipientes, tales como viales o botellas, conteniendo cada recipiente un
reactivo separado. El kit puede comprender ademas instrucciones escritas, que pueden describir como realizar o
interpretar el método descrito en el presente documento.

Ejemplos

Ejemplo 1

Papel de la interaccion de EB3 con IP3R en el mecanismo de liberacién activada por IP3 de Ca?*

Se determind si la modulacion alostérica de la funcién EB3 con los péptidos de la invencion (SEQ ID NO: 1y SEQ ID
NO: 3) inhibe tanto la pérdida vascular inducida por VEGF como la angiogénesis. Los ratones fueron estimulados con
VEGF o angiogénesis por inyeccion subcutanea del matrigel, células tumorales o quemadura por laser de la membrana
de Bruch.

IPsRs contiene un motivo de consenso de unién a EB, Ser/Thr-x-lle-Pro (SxIP) (SEQ ID NO: 5). Un péptido corto
basado en la secuencia de IP.sub.3R.sub.3 (KFARLWTEIPTAIT--SEQ ID NO: 1) (FIG. 2) muestra una alta actividad
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de union para EB3 con union de energia libre de -68,882 kcal/mol (FIG. 3). El papel de la interaccion entre EB3 e IP3R3
fue descrito recientemente por Geyer et al., Cell Rep 12(1):79-89; 2015. El pretratamiento de la célula con la secuencia
IPsRs unida al extremo C-terminal del péptido antennapedia (AP) permeante a las células a 10 nM disminuyo
notablemente la liberacion de Ca?* de los almacenes en respuesta a la trombina (FIG. 4A), lo que sugiere que la
interaccion entre IP.sub.3R.sub.3 y EB3 es critico en el mecanismo de activacion de IPsRs. Los efectos del péptido
IPsR3 y del taxol se compararon en la regulacion de la liberacion de Ca2*. Se descubrié que el pretratamiento de células
con 5 pg/ml de taxol durante 20 min antes de la estimulacion de trombina inhibe la liberacion de Ca®* de RE en la
misma medida que el péptido IP3R3 (FIG. 4B).

Ejemplo 2
Diseino basado en la estructura del péptido inhibidor de unién al extremo (EBIN)

El péptido inhibidor de unién al extremo, a saber EBIN, se disefié basandose en el barrido computacional de alaninas
in silico y acoplamiento totalmente flexible del péptido IPR al bolsillo de unién a EB (Tablas 2 y 3). La energia libre de
union (AG) se utilizoé para determinar una contribucion de cada residuo en la estabilizacion de la interaccion del péptido
con la proteina EB.

Se utilizaron los siguientes criterios: AG valor.gtoreq.1= residuo de estabilizacion AG valor.gtoreq.-1= residuo
desestabilizador AG valor<-1 a 0 a <1= el barrido del residuo neutro alanina revela residuos de estabilizacion (con una
energia de union positiva de 0,50 Kj/mol o mas; mostrado en negro) y desestabilizaciéon (con una energia de union
negativa de -1, mostrado en azul).

Tabla 1: Cambios calculados en la energia libre de union después del truncamiento de residuos de aminoacidos que
rodean el motivo Thr-x-Pro de IP3R3

Secuencia peptidica Unién de energia libre (-kcal/mol) SEQ ID NO
KFARLWTEIPTAIT (péptido IP3R3) -68,882 1
FARLWTEIPTAIT -68,809 6

RLWTEIPTAIT -46,571 7
LWTEIPTAIT -54,443 8
WTEIPTAIT -42,886 9
TEIPTAIT -37,16 10
TEIPTAI -39,337 11

TEIPTA -41,234 12

TEIPT -34,5 13
FARLWTEIPTAI -51,42 14
TEIP -45,071 15
RTEIPTI -49,74 16
FRTEIPTI -40,728 17
FTKIPTI -55,469 18
KFARTKIPTAIT -57,32 19
FARTEIPTAI -33,415 20
KFARTEIPTAIT -55,736 21

Tabla 2: Cambios calculados en la energia libre de union después de la mutacion de cada residuo de aminoacido de
IP3R3 para alanina: K1F2A3R4LsWsT7EsloP10T11A12113T14

Aminoacido AG
K1 0,25
F2 0,52
R4 0,01
L5 -1,03
W6 -1,08
T11 0,91
13 1,33
T14 0,40
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Tabla 3: Cambios calculados en la energia libre de union después de la mutacion de cada residuo de aminoacido de
EBIN para alanina.

Aminoacido AG
F1 1,64
T2 1,07
E3 0,02
14 0,68
T11 0,98
17 0,94

Como resultado, el péptido IPR de 14 aminoacidos se redujo a un péptido inhibidor de unién al extremo de 7
aminoacidos (EBIN; FTEIPTI (SEQ ID NO: 3). La FIG. 5 demuestra la interaccion entre EB3 y EBIN. De forma similar
a IP3R3 (se muestra en un palo amarillo en la FIG. 5), EBIN se une a una arboleda hidréfoba entre la cola acida EB y
el dominio de hélice enrollada. La unién de energia calculada EBIN a EB3 es de -60,251 kcal/mol, que es similar a la
unién de energia entre IPR y EB3. La treonina en la posicion 2 de EBIN desempefia un papel critico en la unién a la
interfaz EB3 ya que la mutaciéon de este residuo a alanina suprime completamente la unién. Por lo tanto, una sola
mutacion T—A de péptido de aminoacidos, FAEIPTI (SEQ ID NO: 4), se utilizé como un control de pérdida de union.

Ejemplo 6
EBIN previno la fuga microvascular inducida por VEGF

La VE-cadherina es la principal proteina de adhesion de las uniones interendoteliales que une las células endoteliales
a una monocapa continua con el fin de mantener una barrera restrictiva de la pared del vaso a fluidos ricos en
proteinas. Tanto VEGF como Ang2 desestabilizan la adhesion de VE-cadherina ya sea directamente, induciendo la
fosforilacion de tirosina de la VE-cadherina y dirigiéndose a VE-cadherina para la internalizacion y degradacion, o
indirectamente, por medio de la interrupcion de la adhesion de la VE-cadherina debido a la respuesta a las fuerzas
intracelulares.

Se ha descrito recientemente una interaccién cruzada critica entre la adhesion de VE-cadherina y el citoesqueleto de
microtubulos (Komarova et al. Molecular Cell 48(6): 914-25; 2012.). Se descubri6é que la calcineurina, una fosfatasa
dependiente del calcio, era el principal actor de sefalizacion en esta interacciéon cruzada, ya que desfosforila EB3,
promueve la reorganizacién dependiente de EB3 del citoesqueleto de MT y proporciona por tanto un mecanismo de
alimentacion directa para la interrupcion de la adhesiéon de VE-cadherina.

Se llevé a cabo un estudio que investigaba si la inyeccion de la EBIN previno la fuga microvascular inducida por el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Los ratones Balb/cJ fueron pretratados con el péptido EBIN (1 uM/kg)
o un péptido de control (mutacién 2T—A) y luego se inyectd por via intradérmica VEGF humano (50 ng/kg de pesos
corporales) para inducir la fuga vascular con azul de Evans unido a albumina (véase la FIG. 6A). Ademas, se cuantificd
espectrofotométicamente el azul de Evans extraido con formamida a 620 nm y se corrigi6 la hemoglobina (740 nm) y
el peso de la piel (véase la FIG. 6B). Los datos proporcionados en la Figura 6 demostraron que el tratamiento de
animales con el péptido EBIN inhibia significativamente la fuga vascular subcutanea como inducida por la inyeccion
intradérmica de VEGF humano vy, por tanto, apoya plenamente que la EBIN puede representar una nueva terapia
potente para inhibir la angiogénesis y para el tratamiento de trastornos asociados con permeabilidad vascular inducida
por VEGF.

Ejemplo 7
EBIN abolié el crecimiento de los vasos sanguineos en modelos de angiogénesis

El efecto de EBIN sobre la tubulogénesis in vitro y la angiogénesis in vivo se investigé utilizando modelos de matrigel.
Una sola suspensién de células de células endoteliales de la vena umbilical humana se sembré en placas sobre
pocillos recubiertos con matrigel en presencia de 1 yM de EBIN o péptido de control; la formacién de tubo se evalu6
16 horas mas tarde. Como se muestra en la Fig. 7A y en 7B, EBIN suprimié significativamente la formacion de tubos
en este modelo de matrigel 2D in vitro.

También se investigo el efecto EBIN sobre los injertos de los vasos sanguineos en un modelo in vivo de angiogénesis
ectopica en matrigel. El vaso sanguineo en matrigel de crecimiento se premezclé con heparina y VEGF pero no con
células endoteliales, y se inyecto i.p. en el abdomen bajo de los ratones. Habia dos tapones de 400 pl por raton. En
los ratones tratados con el péptido de control (Grupo 1), los vasos sanguineos recién formados crecieron en el matrigel
(Fig. 7C, 1). Estos vasos fueron funcionales y perfundidos con sangre que es evidente por la presencia de globulos
rojos dentro de los vasos. Ademas, los ratones fueron tratados con EBIN en el momento de la inyeccién de matrigel
(Fig. 7C, 2; Grupo 2) o 36 h después de matrigel (Fig. 7C, 3; Grupo 3). Los tapones de matrigel se retiraron a las 96
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horas, se fijaron y se tifieron con HE para evaluar la formacion del vaso. El numero de vasos se redujo notablemente
indicando la reduccién significativa de los vasos sanguineos en crecimiento con una confianza del 99 %. Debe
observarse que el tratamiento posterior fue tan eficaz como un tratamiento que sugiere que es similar a la terapia anti-
VEGF y al taxol, EBIN puede causar la regresion del vaso. Aunque, EBIN no indujo la muerte de las células endoteliales
o la detencién del ciclo celular (los datos no se muestran).

Ejemplo 8
EBIN inhibid el crecimiento de células tumorales

Se investigd el efecto de la EBIN sobre la tasa de crecimiento de células cancerosas de mama de humano triple
negativo (receptor de estrégeno [ER], receptor de progesterona [PR] y factor de crecimiento epidérmico humano
receptor-2 [HER-2] no se expresan en esta linea celular) utilizando un modelo de xenoinjerto. A los ratones desnudos
(n = 8 ratones por grupo) se les inyectéd 3 x 10° células de cancer de mama humano MDA-MB-231 en la almohadilla
adiposa mamaria superior izquierda. Todos los ratones desarrollaron el tumor en el dia 13. En ese momento, los
ratones fueron asignados al azar y divididos por 5 grupos y cada grupo recibio el tratamiento. El estudio se termin6 en
el dia 24 cuando el tumor alcanzo6 un tamafio de 2000 mm?. El tratamiento con péptido de control y EBIN se realizo
diariamente durante 7 dias. EBIN y el péptido de control se administraron mediante inyeccion en la vena de la cola. El
péptido de control se inyectd a 5 uM/kg de peso corporal. EBIN se inyecto a 1 uyM/kg y 5 uM/kg de peso corporal.

El tratamiento con taxol se realiz6 por inyeccion intraperitoneal a 10 uM/kg de peso corporal durante 4 dias. El tamafio
del tumor se midi6 3 veces por semana. Como se muestra en la Fig. 8A, se observé un retraso significativo en el
crecimiento tumoral en el grupo taxol y se observ6 reduccion en el tamarfio del tumor en el grupo tratado con EBIN
después de 4 tratamientos. Este efecto fue bastante transitorio, aunque, el tamarfio de los tumores en el grupo tratado
con EBIN fue significativamente menor en comparacion con el grupo control sin tratar. Los ratones tratados con 1
uM/kg de EBIN desarrollaron el tumor a la misma velocidad que los ratones no tratados, lo que sugiere que la dosis
baja no era efectiva.

Para correlacionar el efecto del tratamiento con EBIN con neovascularizacioén tumoral, se recogié tejido tumoral, se
fijo y se tifid con hematoxilina y eosina (H&E). Se anot6 el nimero de células fuera de la masa tumoral y se normaliz6
por area. De acuerdo con la curva de crecimiento tumoral, el numero de vasos fuera del tumor se redujo
significativamente solo en taxol y los grupos tratados con EBIN (5 pM/kg). EBIN mostré6 un efecto superior en
comparacioén con taxol (véase la Fig. 8B). Todos los demas grupos no mostraron diferencias en comparacion con el
grupo sin tratar. Estos datos sugieren que EBIN demuestra propiedades antiangiogénicas y puede utilizarse para el
tratamiento de la angiogénesis patolégica. Solo el tratamiento con taxol y EBIN a una dosis de 5 yM/kg de peso
corporal redujo significativamente el nimero de vasos fuera del tumor.

Ejemplo 9

Determinar la eficacia de EBIN para tratar modelos in vivo de neovascularizaciéon coroidea (NVC) inducida por
laser

La DMRE neovascular se caracteriza por el crecimiento de los vasos sanguineos de la coroides, que penetran a través
de la membrana de Bruch en el area subretiniana. EI modelo de ratén de la neovascularizacién coroidea inducida
(NVC) por laser es un modelo bien establecido de la forma exudativa de DMRE. La interrupcién de la membrana de
Bruch por un rayo laser promueve el crecimiento de nuevos vasos coroides en la retina, imitando por tanto las
condiciones patologicas de la DMRE (Figura 9). Este modelo se ha utilizado con éxito en la prediccion de la eficacia
clinica de la terapia con VEGF para la DMRE neovascular.

Para evaluar las actividades protectoras de barrera y antiangiogénicas de EBIN, EBIN se ensaya en modelos murinos
de NVC. Ademas del tratamiento con EBIN, se utilizaron el anticuerpo LEAF™ (un anticuerpo monoclonal de rata
contra VEGF-A de ratdn) y el péptido de control (Myr-FAEIPTI), como controles experimentales positivos y negativos,
respetuosamente.

Se adquirieron ratones C57/BL6 (de 6-8 semanas de edad) de Charles River Laboratory y se utilizaron de acuerdo
con un protocolo aprobado. Los ratones se anestesiaron con una mezcla de ketamina/xilazina (100 mg/5 mg/kg IP) y
sus pupilas se dilataron con una aplicacién tépica de ciclomidril (Alcon Laboratories, Fort Worth, TX). El fondo fue visto
con una camara de imagen, y la fotocoagulacion por laser fue inducida utilizando el sistema de laser guiado porimagen
(Micron IV, Phoenix Research Laboratories, Pleasanton, CA). Cuatro quemaduras por laser a igual distancia del nervio
optico fueron inducidas una por una en el ojo derecho por un pulso de laser de argdn verde con una longitud de onda
de 532 nm, un diametro fijo de 50 um, duracién de 70 ms y niveles de potencia de 210-250 mW. La aparicién de una
burbuja o una pequefia hemorragia subretiniana (didametro <1 mm) en la mancha del laser sirve para indicar la ruptura
de la membrana de Bruch y como confirmacién de la NCV inducida por laser. Este procedimiento se realiz6 solo en el
ojo derecho de cada raton. El esquema del protocolo de fotocoagulaciéon y tratamiento inducido por laser se muestra
en la Figura 10. El tratamiento con péptidos de control y EBIN (1 pg/ojo) y un anticuerpo contra VEGF-A de ratén (2
ug/ojo; LEAF™; endotoxina baja, libre de azida) se administraron una vez al ojo derecho mediante inyeccion intravitrea
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(2 pl) después de la fotocoagulacion por laser. Los ojos se enjuagaron suavemente con solucion salina estéril para
eliminar las gotas oculares lubricantes y se trataron con una pomada de antibiotico, eritromicina (Fougera, Melville,
NY). Los ratones se colocaron entonces en una placa de calentamiento precalentada a 35 °C después del tratamiento
con laser hasta que se despertaron. La eficacia antiangiogénica de EBIN se evalué mediante tomografia de coherencia
ocular (TCO) a los dias 8 y 15, se realizé un angiograma solo en el dia 15 (Figura 10). La angiografia con fluoresceina
y la TCO se realizan para la obtencién de imagenes de la vasculatura retiniana, similar al procedimiento clinicamente
utilizado habitualmente para los pacientes. Esto se realiza mediante inyeccién intravenosa de 10 pl de colorante
fluorescente al 0,2 % a través de una vena de la cola de los ratones. Un tamafio de muestra de 10 ratones por grupo
de tratamiento proporciona potencia suficiente para detectar una diferencia hipotética del 10 % en la fuga vascular
(area de lesion) basandose en los parametros determinados en Gong et al., PLoS One 2015, 10(7): e 0132643.

La Tabla 4 enumera los diez grupos de tratamiento (n = 10 ratones con NVC por grupo de tratamiento, 30 ratones en
total), régimen farmacologico y objetivos finales previstos para medir la respuesta al tratamiento. Los ratones del grupo
1 recibieron el péptido Myr-control, los ratones del grupo 2 se trataron con Myr-EBIN y los ratones del grupo 3 se
trataron con el anticuerpo LEAF™ como control positivo. Todos los tratamientos se administran como una sola
inyeccion en el momento de la NVC por via intravitrea como se indica en la Figura 10.

Tabla 4: Grupos de tratamiento, régimen farmacolégico y objetivos finales previstos para medir la respuesta al
tratamiento de NVC en ratones.

Grupo| N Farmaco Régimen Ensayos de objetivo final
1 10 péptido Myr- inyeccion intravitrea de 1 pg/ojo en 1ul; en el | 1. Angiografia con fluoresceina en
control (1 ug/ojo) dia 1 (en el momento de la NVC) eldia15y TCO en los dias 8 y 15
2 10 Myr-EBIN inyeccion intravitrea de 1 pug/ojo en 1ul; en el | 2. Recogida de ojo para examen
intravitreo dia 1 (en el momento de la NVC) histopatologico en el dia 15
(1 ug/ojo)
3 10 anticuerpo inyeccion intravitrea de 2 pg/ojo en 1ul
LEAF™ (equivalente a 2,5 mg dosis en huano); en el
dia 1 (en el momento de la NVC)
Total | 30

Las Figuras 11a y 11b muestran imagenes de angiografia con fluoresceina de fondo (a) y tomografia de coherencia
optica correspondiente (b) al dia 15 después de la fotocoagulacion por laser (los nimeros indican lesiones de NVC
correspondientes) para ratones con NVC tratados con EBIN, con anticuerpo anti-VEGF o tratados con péptido de
control. EBIN redujo las lesiones de NVC similares al tratamiento anti-VEGF y por ende, proporciona una potente
alternativa al tratamiento actual de la enfermedad ocular como la degeneracion macular. Los experimentos se
terminaron en el dia 15, momento en el cual, los animales se sacrificaron con ketamina/xilazina (100 mg/5 mg/kg IP)
seguido de dislocacion cervical y se recogi6 tejido ocular para tincion inmunofluorescente y analisis patologico. Para
la tincion con lectina marcada con Alexa594 de Bandeiraea simplicifolia (B4) para el analisis post-mortem del area de
la NVC se utilizaron las preparaciones de retina/coroides/esclerética de montaje plano (Figura 11c).

Los analisis de datos se realizaron utilizando criterios de exclusion establecidos en estudios previos (Gong et al., PLoS
One 2015, 10(7): e 0132643). Se excluyeron casos de hemorragias graves, tales como quemaduras por laser
excesivas que dafian no solo la membrana de Bruch, sino también el epitelio pigmentario coroideo y retiniano, lesiones
fundidas, lesion que es mas de 5 veces mayor que la media de las lesiones en las mismas condiciones experimentales.
El area de fuga vascular y NVC se cuantificaron utilizando imagenes de angiografia con fluoresceina e imagenes
confocales de tincion de NVC para lectina B4 utilizando el software MetaMorph. Los datos se representaron utilizando
el software Sigma Plot (Figura 11d y 11e) y se analizaron mediante ANOVA unidireccional utilizando Prism 6
(GraphPad, San Diego, CA).

Estudios adicionales

El tratamiento de ratones con EBIN redujo significativamente la fuga vascular y las lesiones de NVC en comparacion
con los ratones tratados con péptido de control (Figura 11). El efecto de EBIN fue similar al tratamiento con LEAF™,
lo que sugiere que EBIN podria proporcionar una alternativa rentable y eficiente al tratamiento anti-VEGF actualmente
disponible de DMRE tal como bevacizumab y aflibercept.

Como alternativa, EBIN se administra a través de una via de gota para los ojos. En este caso, el tratamiento comienza
un dia antes de la fotocoagulacién por laser y los ratones se tratan dos veces al dia hasta 15 dias después de la
fotocoagulacion por laser. La duracion del tratamiento y la observacion es de 15 dias. Ademas, EBIN se administra en
combinacion con el anticuerpo LEAF™ mediante inyeccion intravitrea y/o mediante una via de gota para los ojos. En
todos los casos, el anticuerpo LEAF™ se administra mediante inyeccion intravitrea. Como se ha descrito previamente,
la eficacia antiangiogénica EBIN se evalua mediante angiografia con fluoresceina y tomografia de coherencia ocular
(TCO) a los 8 y 15 dias después de la NVC inducida por laser. Ademas, el tejido del ojo se cosecha en el dia 15.
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La Tabla 5 enumera los diez grupos de tratamiento (n = 10 ratones con NVC por grupo de tratamiento, 100 ratones en
total), régimen farmacolégico y ensayos de objetivos finales previstos para medir la respuesta al tratamiento para
futuros estudios. Los ratones del grupo 1 se tratan con el anticuerpo LEAF™ como un control positivo y los ratones
del grupo 2 reciben IgG2a de rata purificada LEAF™, isotipo k Ctrl, como un control para el grupo 1. Los grupos 3 y 4
se tratan con un receptor sefiuelo para VEGF de raton (control positivo 2) o péptido Myr-control negativo,
respectivamente. Todos los anticuerpos LEAF™, el receptor sefiuelo y el péptido de control se administran como una
sola inyeccion en el momento de la NVC por via intravitrea. Los grupos 5 y 6 reciben Myr-EBIN por via intravitrea,
0,1 pg/ojo o 1 pg/ojo, respectivamente. Los grupos 7 y 8 reciben Myr-EBIN a través de gotas para los ojos, 0,5 ug/ojo
o 5 pg/ojo, dos veces al dia, respectivamente. Los ratones del grupo 9 se tratan con Myr-EBIN (0,1 pg/ojo) en
combinacion con el anticuerpo LEAF™, ambos administrados por via intravitrea. El grupo 10 se trata con Myr-EBIN a
través de gotas para los ojos (0,5 pg/ojo) en combinacion con el anticuerpo LEAF™ por via intravitrea.

Tabla 5: Grupos de tratamiento futuros, régimen farmacolégico y objetivos finales previstos para medir la respuesta
al tratamiento de NVC en ratones.

Grupo| N Farmaco Régimen Ensayos de objetivo final
1 10 anticuerpo LEAF™ inyeccion intravitrea de 2 ug/ojo en 1 ul | 1. Angiografia con
(equivalente a 2,5 mg dosis en fluoresceina en el dia 15 y
humano); en el dia 1 (en el momento de | TCO en los dias 8 y 15
la NVC)
2 10 IgG2a de rata purificada inyeccion intravitrea de 2 pg/ojo en 1 ul [2. Recogida de ojo para
LEAF™, isotipo k Ctrl (equivalente a 2,5 mg dosis en examen histopatologico en el
humano); en el dia 1 (en el momento de | dia 15
la NVC)
3 10 | Receptor sefiuelo para VEGF | inyeccion intravitrea de 2 pg/ojo en 1 ul
de raton en el dia 1(en el momento de la NVC)

4 10 | péptido Myr-control (1 pg/ojo) | inyeccion intravitrea de 1 pg/ojo en 1 ul;
en el dia 1 (en el momento de la NVC)

5 10 Myr-EBIN intravitreo inyeccion intravitrea de 0,1 pg/ojo en 1
(0,1 pg/ojo) ul; en el dia 1 (en el momento de la
NVC)
6 10 Myr-EBIN intravitreo inyeccion intravitrea de 1 pg/ojo en 1 ul;
(1 ug/ojo) en el dia 1 (en el momento de la NVC)
7 10 | Myr-EBIN a través de gotas Gotas para los ojos, 0,5 ug/ojo; dos
para los ojos (0,5 ug /ojo) veces al dia
8 10 | Myr-EBIN a través de gotas | Gotas para los ojos, 5 pg/ojo; dos veces
para los ojos (5 ug /0jo) al dia
9 10 Myr-EBIN intravitreo Grupo n.° 1 en combinacién con el
(0,1 pg/ojo) + anticuerpo grupon.’5
LEAF™ intravitreo
10 | 10 | Myr-EBIN a través de gotas Grupo n.° 1 en combinacién con el
para los ojos (0,5 pg/ojo) + grupon.’7
anticuerpo LEAF ™ intravitreo
Total | 100
Ejemplo 10

Pruebas de toxicidad aguda de EBIN in vivo

Se disefa un estudio a corto plazo para evaluar la seguridad de la administracion in vivo. Los ratones C57BL/6 (n =
10, 5 ratones por grupo/via de tratamiento) se asignan al azar y se dividen en dos grupos. El primer grupo es tratado
con EBIN en el ojo derecho a través de gotas para los ojos administradas dos veces al dia, 5 ug por ojo (10 ul) vy, el
segundo grupo es tratado con inyeccion intravitrea de EBIN en el ojo derecho a la dosis maxima, 1 pg por ojo (2 pl)
en el primer dia. La inyeccion intravitrea se realiza bajo anestesia de ketamina/xilazina (100 mg/5 mg/kg). Ambos
grupos se monitorean diariamente para su salud general, incluyendo el peso corporal, asi como cualquier anormalidad
ocular incluyendo opacidad, exoftalmia, enoftalmia, conjuntivitis, secreciones anormales o costras y Ulceras corneales
durante un periodo de 8 dias. Los animales se someten posteriormente a angiografia con fluoresceina y formacion de
imagenes por TCO. No se observo toxicidad después del tratamiento con EBIN, con o sin induccién de NVC (Figura
12).

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LOS FIDUCIARIOS DE LA UNIVERSIDAD DE PENSILVANIA
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<120> PEPTIDOS PARA INHIBIR LA ANGIOGENESIS

<130> 30303/49324A PC

<150> US 62/126.968
<151> 02-03-2015

<160> 21

<170> Patentln version 3.5
<210>1

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 1

Lys Phe Ala Arg Leu Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

<210>2

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 2

Lys Phe Ala Arg Leu Trp Ala Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

<210> 3

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 3

<210> 4

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4

<210>5

5 10

5 10

Phe Thr Glu Ile Pro Thr Ile
1 5

Phe Ala Glu Ile Pro Thr Ile
1 5
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<211>4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2820710713

<223> Secuencia de motivo de consenso

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa es Sero Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa es cualquier aminoacido

<400> 5

<210>6

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 6

Phe Ala Arg Leu Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

<210>7

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 7

Arg Leu Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

<210> 8

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 8

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

Xaa Xaa Ile Pro

1

5

5

5

20

10

Leu Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr
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<220>
<223> Péptido sintético

<400> 9

<210> 10

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10

<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 11

<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

<210> 13

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13

<210> 14

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2820710713

Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1 5

Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile

1

Thr Glu Ile Pro Thr Ala

1

Thr Glu Ile Pro Thr

1
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<223> Péptido sintético

<400> 14

Phe Ala Arg Leu Trp Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile

1

<210> 15

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 15

<210> 16

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 16

<210> 17

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 17

<210> 18

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 18

<210> 19

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

1

Phe Thr Lys Ile Pro Thr Ile

1

ES 2820710713

5

Thr Glu Ile Pro

1
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Arg Thr Glu Ile Pro Thr Ile

5

Phe Arg Thr Glu Ile Pro Thr Ile
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Lys Phe Ala Arg Thr Lys Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 20

<210> 21

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 21

5 10

Phe Ala Arg Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile
1 5 10

Lys Phe Ala Arg Thr Glu Ile Pro Thr Ala Ile Thr

1

5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido aislado para su uso en la inhibicion de la angiogénesis en un paciente que lo necesita, en donde el
péptido comprende la secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI (SEQ ID NO: 3), en
donde el péptido o un fragmento del mismo, reduce la interaccion entre la proteina de union al extremo 3 (EB3) y el
receptor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3 (IPsRs), en donde el paciente padece deterioro visual o pérdida de la vision
(ceguera), degeneracion macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa retiniana de
retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de
prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular, neovascularizacion de la cérnea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma,
uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

2. Un péptido aislado para su uso en el tratamiento de un trastorno asociado a la permeabilidad vascular inducida por
VEGF, en donde el péptido comprende la secuencia de aminoacidos de KFARLWTEIPTAIT (SEQ ID NO: 1), FTEIPTI
(SEQ ID NO: 3) en donde el péptido, o un fragmento del mismo, reduce la interacciéon entre la proteina de union al
extremo 3 (EB3) y el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato tipo 3 (IPsRs), en donde el trastorno es un deterioro visual o
pérdida de la vision (ceguera), degeneracion macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa
retiniana de retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE),
retinopatia de prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacién intraocular, neovascularizacion de la cérnea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma,
uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.

3. El péptido para su uso de acuerdo con s reivindicaciones 1 0 2, en donde el péptido se enlaza a un péptido portador.

4. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el péptido portador es el péptido antennapedia
(AP), péptido penetratina, TAT, tranportano o poliarginina.

5. El péptido para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en donde el péptido se conjuga con un acido
graso.

6. El péptido para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el péptido esta miristoilado.

7. El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el péptido aislado o un
fragmento del mismo se administran en combinacién con uno o mas inhibidores de VEGF.

8. El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el péptido aislado o un
fragmento del mismo se administran en combinacién con tratamiento con laser de una enfermedad ocular.

9. El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el péptido aislado o un
fragmento del mismo se administran en combinacién con un esteroide.

10. El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el péptido aislado, el
inhibidor de VEGF o el esteroide se administran por inyeccion intravitrea o por via tépica.

11. El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su uso en el tratamiento de
la angiogénesis, en donde el paciente padece un deterioro visual o pérdida de la visién (ceguera), degeneracién
macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa retiniana de retinopatia diabética proliferativa,
degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de prematuridad, retinopatia
isquémica, neovascularizacién intraocular, neovascularizacion de la coérnea, neovascularizacion de la retina,
neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética, edema retiniano diabético y
retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma, uveitis y neovascularizacién
del injerto corneal.

12. El péptido para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para su uso en un trastorno
asociado a la permeabilidad vascular inducida por VEGF, en donde el trastorno es un deterioro visual o pérdida de la
vision (ceguera), degeneracién macular, oclusion de la vena retiniana central, oclusion de rama venosa retiniana de
retinopatia diabética proliferativa, degeneracion macular relacionada con la edad neovascular (DMRE), retinopatia de
prematuridad, retinopatia isquémica, neovascularizacion intraocular, neovascularizacion de la coérnea,
neovascularizacién de la retina, neovascularizacién coroidea, edema macular diabético, isquemia retiniana diabética,
edema retiniano diabético y retinopatia diabética proliferativa, rubeosis iridis, glaucoma neovascular, retinoblastoma,
uveitis y neovascularizacion del injerto corneal.
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isoforma 1 de IP3R; VIPVKYARLWSEIPSEIAIDD
isoforma 2 de IP;R; VIPVKYARLWSEIFSEIAIDD
IP3R; VVPVRYARLWIEIPTKITIHE
IP3:R; VTPVKFARLWTEIFTAITIKD

unionaEB = ———————— S/TxXIP—-—————m—
SEQ ID NO: 1 péptidode IP3R, AFARLHTEIPTAIT
FIGURA 2
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FIGURA 5
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