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DESCRIPCIÓN

Proteínas de fusión y métodos para tratar, prevenir o mejorar el dolor

Esta descripción se refiere a proteínas de fusión no citotóxicas y a la aplicación terapéutica de las mismas como 
moléculas analgésicas.

Las toxinas pueden dividirse generalmente en dos grupos de acuerdo con el tipo de efecto que tienen en una célula 5
diana. Más detalladamente, el primer grupo de toxinas destruye sus células diana naturales, y por lo tanto se 
conocen como moléculas de toxinas citotóxicas. Este grupo de toxinas se ilustra inter alia por toxinas vegetales tales 
como ricina y abrina, y por toxinas bacterianas tales como la toxina de la difteria y la exotoxina A de Pseudomonas. 
Las toxinas citotóxicas han atraído mucho interés en el diseño de “balas mágicas” (por ejemplo inmunoconjugados, 
que comprenden un componente de toxina citotóxica y un anticuerpo que se une a un marcador específico en una 10
célula diana) para el tratamiento de trastornos celulares y afecciones tales como el cáncer. Las toxinas citotóxicas 
generalmente destruyen células diana al inhibir el proceso celular de síntesis de proteínas.

El segundo grupo de toxinas, que se conocen como toxinas no citotóxicas, no (como lo confirma su nombre) 
destruyen sus células diana naturales. Las toxinas no citotóxicas han atraído mucho menos interés comercial que las 
que tienen sus contrapartes citotóxicas y ejercen sus efectos en una célula diana al inhibir procesos celulares 15
distintos de la síntesis de proteínas. Las toxinas no citotóxicas se producen por una variedad de plantas y por una 
variedad de microorganismos tales como Clostridium sp. y Neisseria sp.

Las neurotoxinas clostridiales son proteínas que tienen generalmente una masa molecular del orden de 150 kDa. Se 
producen por varias especies de bacterias, especialmente del genero Clostridium, la más importante C. tetani y 
varias cepas de C. botulinum, C. butyricum y C. argentinense. Actualmente existen ocho diferentes clases de la 20
neurotoxinas clostridiales, principalmente: toxina del tétanos y neurotoxina botulínica en sus serotipos A, B, C1, D, E, 
F y G, y todas comparten estructuras y modos de acción similares.

Las neurotoxinas clostridiales representan un grupo principal de moléculas de toxinas no citotóxicas y se sintetizan 
por una bacteria hospedadora como polipéptidos simples que se modifican posteriormente a la traducción por un 
acontecimiento de escisión proteolítica para formar dos cadenas de polipéptido unidas en conjunto por enlaces 25
disulfuro. Las dos cadenas se denominan la cadena pesada (cadena H), que tiene una masa molecular de 
aproximadamente 100 kDa y la cadena ligera (cadena L o LC), que tiene una masa molecular de aproximadamente 
50 kDa.

Las cadenas L poseen una función proteasa (actividad endopeptidasa dependiente de zinc) e inhiben una alta
especificidad de sustratos de proteínas asociadas con vesículas y/o la membrana plasmática implicadas en el 30
proceso exocítico. Las cadenas L de diferentes especies o serotipos clostridiales pueden hidrolizar enlaces 
peptídicos diferentes aunque específicos en una de tres proteínas sustrato, principalmente sinaptobrevina, sintaxina 
o SNAP-25. Estos sustratos son componentes importantes de la maquinaria neurosecretora.

Entre Neisseria sp., la más importante de las especies es N. gonorrhoeae, la cual produce funcionalmente proteasas 
no citotóxicas similares. Un ejemplo de tal proteasa es la IgA proteasa (véase el documento WO099/58571).35

Se ha documentado bien en la técnica que las moléculas de toxina pueden redirigirse a una célula que no es la 
célula diana natural de la toxina. Cuando se redirigen de esta manera, la toxina modificada es capaz de unirse a una 
célula diana deseada y, después de la subsiguiente translocación al citosol, es capaz de ejercer su efecto en la 
célula diana. Tal redireccionamiento se logra al reemplazar la fracción de direccionamiento (TM, targeting moiety) 
natural de la toxina con una TM diferente. En este sentido, la TM se selecciona de modo que se unirá a una célula 40
diana deseada y permitirá el pasaje subsecuente de la toxina modificada en un endosoma dentro de la célula diana. 
La toxina modificada también comprende un dominio de translocación que permite la entrada de la proteasa no 
citotóxica en el citosol de la célula. El dominio de translocación puede ser el dominio de translocación natural de la 
toxina o puede ser un dominio de translocación diferente obtenido de una proteína microbiana con actividad de 
translocación.45

El remplazo de la TM anteriormente mencionada puede efectuarse por técnicas de conjugación química 
convencionales, que son bien por conocidas un experto. En este sentido, se hace referencia a Hermanson, G.T. 
(1996), Bioconjugate techniques, Academic Press y a Wong, S.S. (1991), Chemistry of protein conjugation and 
cross-linking, CRC Press. En otra alternativa, pueden emplearse técnicas recombinantes, tales como aquellas 
descritas en el documento WO98/07864.50

Las células sensibles al dolor poseen una amplia variedad de tipos de receptores. Sin embargo, no todos los tipos 
de receptores son adecuados (y mucho menos deseables) para la endocitosis mediada por receptor. De forma 
similar, las propiedades de unión pueden variar ampliamente entre diferentes TM para el mismo receptor y aún más 
entre diferentes TM y diferentes receptores.

Existe por lo tanto una necesidad de desarrollar proteínas de fusión no citotóxicas modificadas que aborden uno o 55
más de los problemas anteriores. De interés particular es el desarrollo de una proteína de fusión no citotóxica
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alternativa/mejorada para su uso en el tratamiento del dolor.

La presente invención intenta abordar uno o más de los problemas anteriores proporcionando proteínas de fusión 
únicas.

Los documentos WO 2006/059093 y WO 2006/059113 describen proteínas de fusión.

El documento WO 2007/138339 describe el tratamiento del dolor5

Crasto et al. 2000 (Protein Engineering, vol. 13: 309-312) describe un programa para generar secuencias de 
enlazador para proteínas de fusión.

Smith et al. 2003 (Protein Science, vol. 12(5):1060-1072) describe parámetros de flexibilidad de aminoácidos 
mejorados. 

La presente proporciona una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla, que comprende:10

a. una proteasa no citotóxica, proteasa que escinde una proteína del aparato de fusión exocítica de un 
aferente sensorial nociceptivo;

b. una fracción de direccionamiento de galanina que se une a un sitio de unión en el aferente sensorial 
nociceptivo, donde el sitio de unión sufre una endocitosis para ser incorporado en un endosoma dentro del 
aferente sensorial nociceptivo;15

c. un sitio de escisión de la proteasa en cuyo sitio la proteína de fusión se puede escindir por una proteasa, 
en el que el sitio de escisión de la proteasa está localizado entre la proteasa no citotóxica y la fracción de 
direccionamiento de galanina y en el que la fracción de direccionamiento y el sitio de escisión de la 
proteasa están separados por cero aminoácidos;

d. un domino de translocación que transloca la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de la 20
membrana endosomal y al citosol del aferente sensorial nociceptivo, en el que la fracción de 
direccionamiento está localizada entre el sitio de escisión de la proteasa y el dominio de translocación;

e. un primer espaciador localizado entre la proteasa no citotóxica y el sitio de escisión de la proteasa, en el 
que dicho primer espaciador comprende una secuencia de aminoácidos de 4 a 25 restos de aminoácidos;

f. un segundo espaciador localizado entre la fracción de direccionamiento de galanina y el dominio de 25
translocación, en el que dicho segundo espaciador comprende una secuencia de 4 a 35 restos de 
aminoácidos.

El componente proteasa no citotóxico de la presente invención es una proteasa no citotóxica, proteasa que es capaz 
de escindir enlaces peptídicos diferentes aunque específicos en una de tres proteínas sustrato, concretamente
sinaptobrevina, sintaxina o SNAP-25, del aparato de fusión exocítica en un aferente sensorial nociceptivo. Estos 30
sustratos son componentes importantes de la maquinaria neurosecretora. El componente proteasa no citotóxico de 
la presente invención es preferiblemente una proteasa IgA neisserial o una cadena L de una neurotoxina clostridial. 
El término proteasa no citotóxica abarca funcionalmente los fragmentos equivalentes y derivados dicha proteasa(s)
no citotóxica. Un componente proteasa no citotóxico particularmente preferido es una cadena L de la neurotoxina 
botulínica (BoNT).35

El componente de translocación de la presente invención permite la translocación de la proteasa no citotóxica (o 
fragmento de la misma) en la célula diana de tal manera que la expresión funcional de la actividad proteasa ocurre 
dentro del citosol de la célula diana. El componente de translocación preferiblemente es capaz de formar poros 
permeables a los iones en membranas lipídicas en condiciones de pH bajo. Preferiblemente se ha utilizado solo
aquellas porciones de la molécula de la proteína capaces de formar poros dentro de la membrana endosomal. El 40
componente de translocación puede obtenerse a partir de una fuente de proteína microbiana, en particular de una 
fuente de proteína bacteriana o viral. Por consiguiente, en una realización el componente de translocación es un 
dominio de translocación de una enzima, tal como una toxina bacteriana o proteína viral. El componente de 
translocación de la presente invención preferiblemente es una cadena H de una neurotoxina clostridial o un 
fragmento de la misma. Lo más preferiblemente es el dominio HN (o un componente funcional del mismo), en el que 45
HN significa una porción o fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial aproximadamente equivalente a 
la mitad amino-terminal de la cadena H o el dominio correspondiente a ese fragmento en la cadena H intacta.

El componente TM galanina de la presente invención es responsable de unir la proteína de fusión de la presente 
invención a un sitio de unión de una célula diana. De este modo, el componente TM galanina es un ligando a través 
del cual las proteínas de fusión de la presente invención se unen a una célula diana seleccionada.50

En el contexto de la presente invención, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo, preferiblemente un 
aferente nociceptivo primario (por ejemplo, una fibra A tal como una fibra Aδ o una fibra C). Por lo tanto, las 
proteínas de fusión de la presente invención son capaces de inhibir la liberación de neurotransmisores o 
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neuromoduladores [por ejemplo glutamato, sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), y/o 
neuropéptido Y] de poblaciones discretas de neuronas aferentes sensoriales nociceptivas. En uso, las proteínas de 
fusión reducen o evitan la transmisión de señales aferentes sensoriales (por ejemplo neurotransmisores o 
neuromoduladores) desde las fibras del dolor periféricas a las centrales y por lo tanto tienen aplicación como 
moléculas terapéuticas para el tratamiento del dolor, en particular el dolor crónico.5

Es una práctica de rutina confirmar que una TM se une a un aferente sensorial nociceptivo. Por ejemplo, puede 
emplearse un experimento de desplazamiento radioactivo simple en el cual el tejido o células representativas del 
aferente sensorial nociceptivo (por ejemplo DRG) se exponen a ligando marcado (por ejemplo tritiado) en la 
presencia de un exceso de ligado no marcado. En un experimento de este tipo pueden evaluarse las proporciones 
relativas de unión específica y no específica, permitiendo por consiguiente la confirmación de que el ligando se une 10
a la célula diana aferente sensorial nociceptiva. Opcionalmente, el ensayo puede incluir uno o más antagonistas de 
la unión y el ensayo además puede comprender observar una pérdida de unión al ligando. Ejemplos de este tipo de 
experimento pueden encontrarse en Hulme, E.C. (1990), Receptor-binding studies, a brief outline, pp. 303-311, en 
Receptor biochemistry, A Practical Approach, Ed. E.C. Hulme, Oxford University Press.

Las proteínas de fusión de la presente invención generalmente demuestran una afinidad de unión reducida (en la 15
región de hasta 10 veces) para el receptor de galanina (por ejemplo, GALR1) cuando se compara con la 
correspondiente TM 'libre' (por ejemplo, gal16). Sin embargo, a pesar de esta observación, las proteínas de fusión de 
la presente invención demuestran sorprendentemente buena eficacia. Esto puede atribuirse a dos características 
principales. En primer lugar, el componente proteasa no citotóxico es catalítico, de modo que el efecto terapéutico de 
unas pocas de estas moléculas se amplifica rápidamente. En segundo lugar, los receptores de galanina presentes 20
en los aferentes sensoriales nociceptivos necesitan solamente actuar como una puerta para la entrada del producto 
terapéutico y no necesariamente se necesita estimular a un nivel requerido para lograr una respuesta farmacológica 
mediada por el receptor del ligando. Por consiguiente, las proteínas de fusión de la presente invención pueden 
administrarse en una dosis que es mucho menor de la que podría emplearse para otros tipos de moléculas 
analgésicas tales como AINE, morfina y gabapentina. Estas últimas moléculas se administran generalmente en 25
cantidades altas desde microgramo hasta miligramo (incluso hasta cientos de miligramos), mientras que las 
proteínas de fusión de la presente invención pueden administrarse en cantidades mucho menores, generalmente al 
menos 10 veces menores y más generalmente 100 veces menores.

La TM de galanina de la invención también puede ser una molécula que actúa como un “agonista” en uno o más de 
los receptores de galanina presentes en un aferente sensorial nociceptivo, más particularmente en un aferente 30
nociceptivo primario. De manera convencional, se ha considerado que un agonista es cualquier molécula que puede 
ya sea incrementar o disminuir las actividades dentro de una célula, principalmente cualquier molécula que 
simplemente causa una alteración de la actividad celular. Por ejemplo, el significado convencional de un agonista 
incluiría una sustancia química capaz de combinarse con un receptor en una célula e iniciar una reacción o 
actividad, o un fármaco que induce una respuesta activa al activar receptores, independientemente de si la 35
respuesta es un incremento o disminución de la actividad celular.

Sin embargo, para los propósitos de esta invención, un agonista se define más específicamente como una molécula 
que es capaz de estimular el proceso de fusión exocítica en una célula diana, proceso que es susceptible a la 
inhibición por una proteasa (o fragmento de la misma) capaz de escindir una proteína del aparato de fusión exocítica 
en dicha célula diana.40

Por consiguiente, la definición de agonista particular de la presente invención puede excluir muchas moléculas que 
convencionalmente se considerarían como agonistas. Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un 
agonista con respecto a su capacidad para promover la diferenciación neuronal mediante la unión a un receptor 
TrkA. Sin embargo, el NGF no es un agonista cuando se evalúa por el criterio anterior debido a que no es un 
inductor principal de la fusión exocítica. Además, el proceso que estimula el NGF (es decir, diferenciación celular) no 45
es susceptible a la inhibición por la actividad proteasa de una molécula de toxina no citotóxica.

En una realización, las proteínas de fusión de acuerdo con la presente invención demuestran propiedades de unión 
y/o internalización del receptor preferenciales. Esto, a su vez, puede tener como resultado una administración más 
eficiente del componente proteasa a una célula diana sensible al dolor.

El uso de un agonista como una TM es auto-limitante con respecto a los efectos secundarios. Más concretamente, la 50
unión de una TM agonista a una célula diana sensible al dolor incrementa la fusión exocítica, lo cual puede 
exacerbar la sensación de dolor. Sin embargo, el proceso exocítico que se estimula por la unión agonista se reduce 
o inhibe célula diana de detección de dolor por el componente proteasa de la proteína de fusión. 

Las propiedades agonistas de una TM que se une a un receptor en un aferente nociceptivo puede confirmarse 
utilizando los métodos descritos en el Ejemplo 9.55

La fracción de direccionamiento de la presente invención comprende o consiste en galanina y/o derivados de 
galanina. Los receptores de galanina (por ejemplo GALR1, GALR2 y GALR3) se encuentran pre- y post-
sinápticamente en las neuronas DRG (Liu & Hokfelt, (2002), Trends Pharm. Sci., 23(10), 468-74) y su expresión 
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aumenta durante el estado de dolor neuropático. Xu et al., (2000) Neuropeptides, 34 (3y4), 137-147 proporcionan 
información adicional en relación con la galanina.

En una realización de la invención, la diana de la TM de galanina es el receptor GALR1, GALR2 y/o el GALR3. Estos 
receptores son miembros de la clase de receptores acoplados a la proteína G y tienen una estructura de siete 
dominios transmembrana.5

En una realización, la TM de galanina es una molécula que se une (preferiblemente que se une específicamente) al 
receptor GALR1, GALR2 y/o el GALR3. Más preferiblemente, la TM de galanina es un “agonista” del receptor 
GALR1, GALR2 y/o el GALR3. El término “agonista” en este contexto es como se definió anteriormente.

El péptido galanina humano de tipo silvestre en un péptido de 30 aminoácidos, abreviado en la presente memoria
como “GA30” (representado por la SEQ ID NO: 7). En una realización, la TM de galanina comprende o consiste en la 10
SEQ ID NO: 7.

La invención también abarca fragmentos, variantes y derivados de la TM de galanina descrita anteriormente. Estos 
fragmentos, variantes, y derivados sustancialmente retienen las propiedades que se atribuyen a la TM de galanina 
(es decir, son funcionalmente equivalentes). Por ejemplo, los fragmentos, variantes, y derivados pueden retener la 
capacidad de unirse al receptor GALR1, GALR2 y/o GALR3. En una realización, la TM de galanina de la invención 15
comprende o consiste en un fragmento de 16 aminoácidos del péptido de galanina de longitud completa y se 
denomina en la presente memoria como GA16 (representado por la SEQ ID NO: 8).

En una realización, la TM de galanina comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
70 %, preferiblemente al menos 80 % (tal como al menos 82, 84, 85, 86, 88 u 89 %), más preferiblemente al menos 
90 % (tal como al menos 91, 92, 93 o 94 %) y lo más preferiblemente al menos 95 % (tal como al menos 96, 97, 98, 20
99 o 100 %) de identidad con la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

En una realización, la TM de galanina comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
70 % (tal como al menos 80, 82, 84, 85, 86, 88 u 89 %), más preferiblemente al menos 90 % (tal como al menos 91, 
92, 93 o 94 %), y lo más preferiblemente al menos 95 % (tal como al menos 96, 97, 98, 99 o 100 %) de identidad con 
la secuencia de aminoácidos de la secuencia de aminoácidos de longitud completa de la SEQ ID NO:7 o SEQ ID 25
NO: 8 o un fragmento de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO:8 que comprende o consiste en al menos 10 (tal como al 
menos 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29) restos de aminoácidos contiguos de 
los mismos.

En una realización, la fracción de direccionamiento de galanina comprende o consiste en una secuencia de 
aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 o un fragmento que comprende o consiste en al menos 16 (tal como 30
al menos 10, 11, 12, 13, 14 o 15) restos de aminoácidos contiguos de los mismos, o una secuencia de aminoácidos 
variante de la SEQ ID NO: 7 o dicho fragmento que tiene un máximo de 6 (tal como un máximo de 5, 4, 3, 2 o 1) 
sustituciones de aminoácidos conservadoras.

El sitio de escisión de la proteasa de la presente invención permite la escisión (preferiblemente la escisión 
controlada) de la proteína de fusión en una posición entre el componente proteasa no citotóxico y el componente 35
TM. Es esta reacción de escisión la que convierte la proteína de fusión de un polipéptido de cadena sencilla en un 
polipéptido de doble cadena unido por enlace disulfuro.

De acuerdo con una realización preferida de la presente invención, la TM de galanina se une mediante un dominio o 
secuencia de aminoácidos que se localiza lejos del extremo C terminal de la TM de galanina. Por ejemplo, el 
dominio de unión relevante puede incluir un intra-dominio o una secuencia de aminoácidos localizada hacia la mitad 40
(es decir, de la secuencia de péptido lineal) de la TM. Preferiblemente, el dominio de unión relevante se localiza
hacia el extremo N terminal de la TM de galanina, más preferiblemente en o cerca del extremo N terminal.

En una realización, la fusión de polipéptido de cadena sencilla puede incluir más de un sitio de escisión proteolítico.
Sin embargo, cuando existen dos o más de tales sitios, estos son diferentes, evitando así sustancialmente la 
ocurrencia de acontecimientos de escisión múltiple en la presencia de una proteasa simple. En otra realización, se 45
prefiere que la fusión de polipéptido de cadena sencilla tenga un sitio de escisión de la proteasa simple.

La secuencia o secuencias de escisión de proteasa pueden introducirse (y/o eliminarse cualquier secuencia de 
escisión inherente) a nivel de ADN por medios convencionales, tal como por mutagénesis dirigida al sitio. La 
detección para confirmar la presencia de las secuencias de escisión puede realizarse manualmente o con ayuda de 
software informático (por ejemplo, el programa MapDraw de DNASTAR, Inc.).50

E13759562
05-07-2017ES 2 632 470 T3

 



6

Aunque puede emplearse cualquier sitio de escisión de la proteasa, se prefieren los siguientes:

Enteroquinasa (DDDDK↓)

Factor Xa (IEGR↓ / IGR↓)

TEV(virus del grabado del tabaco) (ENLYFQ↓G)

Trombina (LVPR↓GS)

PreScission (LEVLFQ↓GP).

En una realización, el sitio de escisión de la proteasa es un sitio de escisión de enteroquinasa (DDDDK↓). En una 
realización, la proteasa enteroquinasa se utiliza para escindir el sitio de escisión de enteroquinasa y activar la 
proteína de fusión.5

La expresión sitio de escisión de la proteasa abarca también una inteína, la cual es una secuencia de auto-escisión. 
La reacción de auto-corte y empalme se puede controlar, por ejemplo, variando la concentración del agente de 
reducción presente.

En uso, el sitio de escisión de la proteasa se escinde y la región N terminal (preferiblemente el extremo N terminal) 
de la TM queda expuesta. El polipéptido resultante tiene una TM con un dominio N terminal o un intra-dominio que 10
se encuentra sustancialmente libre del resto de la proteína de fusión. Esta disposición asegura que el componente N 
terminal (o intra-dominio) de la TM pueda interactuar directamente con un sitio de unión en una célula diana. La TM 
y el sitio de escisión de la proteasa están distanciados en la proteína de fusión por cero restos de aminoácidos. Por 
lo tanto, después de la escisión del sitio de escisión de la proteasa, se proporciona una fusión con una TM que tiene 
un dominio N terminal que se encuentra sustancialmente libre del resto de la fusión. Esta disposición asegura que el 15
componente N terminal de la fracción de direccionamiento pueda interactuar directamente con un sitio de unión en 
una célula diana.

Una ventaja asociada con la etapa de activación antes mencionada es que la TM solo se vuelve susceptible a la 
degradación del N terminal una vez que ha ocurrido la escisión proteolítica de la proteína de fusión. Además, la 
selección de un sitio de escisión de la proteasa específico permite la activación selectiva de la fusión de polipéptido 20
en una conformación de doble cadena.

La construcción de la fusión de polipéptido de cadena sencilla de la presente invención coloca el sitio de escisión de 
la proteasa entre la TM y el componente proteasa no citotóxico. En la fusión de cadena sencilla, la TM se localiza 
entre el sitio de escisión de la proteasa y el componente de translocación. Esto asegura que la TM se conecte al 
dominio de translocación (es decir, como ocurre con la holotoxina clostridial nativa). Una ventaja adicional con esta 25
disposición es que la TM se localiza en una región de bucle expuesta de la proteína de fusión, la cual tiene efectos 
estructurales mínimos sobre la conformación de la proteína de fusión. A este respecto, dicho bucle se denomina de 
distintas formas tal como el enlazador, el bucle de activación, el enlazador inter-dominio, o solo el bucle expuesto en 
la superficie (Schiavo et al 2000, Phys. Rev., 80, 717-766; Turton et al., 2002, Trends Biochem. Sci., 27, 552-558).

La proteína de fusión de cadena sencilla de la presente invención comprende un primer espaciador localizado entre 30
la proteasa no citotóxica y el sitio de escisión de la proteasa, en la que dicho primer espaciador comprende (o 
consiste en) una secuencia de aminoácidos de 4 a 25 (tal como de 6 a 25, 8 a 25, 10 a 25, 15 a 25 o de 4 a 21, 4 a 
20, 4 a 18, 4 a 15, 4 a 12 o 4 a 10) restos de aminoácidos. En una realización, el primer espaciador comprende (o 
consiste en) una secuencia de aminoácidos de al menos 4 (tal como al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15) 
restos de aminoácidos. En una realización el primer espaciador comprende (o consiste en) una secuencia de 35
aminoácidos de a lo sumo 25 (tal como a lo sumo 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 10) restos de 
aminoácidos. Dicho primer espaciador permite la escisión de la proteína de fusión en el sitio de escisión de la 
proteasa.

Sin un primer espaciador de la presente invención, la escisión por la proteasa y la activación de la proteína de fusión 
son notablemente deficientes. Sin pretender estar ligados por la teoría, se planteó la hipótesis de que la fracción de 40
direccionamiento de galanina puede bloquear estéricamente o interactuar con el sitio de escisión de la proteasa
dando como resultado una activación deficiente de las proteínas de fusión que carecen de un primer espaciador de 
la presente invención. Se cree que es la flexibilidad proporcionada por el primer espaciador la que proporciona la 
intensificación/mejora de las propiedades de activación de las proteínas de fusión actualmente reivindicadas. Los 
enlazadores rígidos tales como los enlazadores alfa-helicoidales no producen la flexibilidad necesaria. Esto también 45
se aplica a las proteínas de fusión de galanina que tienen secuencias del espaciador 'naturales' que contienen un 
sitio de escisión de la proteasa, que puede replicar las estructuras de enlazador alfa-helicoidales rígidas 
indeseables. La flexibilidad y la movilidad de los dominios de polipéptido pueden determinarse por diversos métodos 
que incluyen determinar el factor cristalográfico B de rayos X (véase por ejemplo Smith et al., 2003 Protein Science, 
12:1060-1072. Las secuencias espadadoras específicamente seleccionadas de la presente invención proporcionan 50
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la activación mejorada respecto a cualquier secuencia del espaciador 'natural'. La activación en este contexto 
significa que dicho primer espaciador permite la escisión de la proteína de fusión en el sitio de escisión de la 
proteasa. Los restos de aminoácidos particularmente preferidos para su uso en el primer espaciador incluyen glicina, 
treonina, arginina, serina, alanina, asparagina, glutamina, ácido aspártico, prolina, ácido glutámico y/o lisina. Los 
aminoácidos antes mencionados se considera que son los aminoácidos más flexibles - véase Smith et al. 2003 5
Protein Science 2003; 12:1060-1072.

En una realización, los restos de aminoácidos del primer espaciador se seleccionan del grupo que consiste en
glicina, treonina, arginina, serina, asparagina, glutamina, alanina, ácido aspártico, prolina, ácido glutámico, lisina, 
leucina y/o valina. En una realización, los restos de aminoácidos del primer espaciador se seleccionan del grupo que 
consiste en glicina, serina, alanina, leucina y/o valina. En una realización, los restos de aminoácidos del primer 10
espaciador se seleccionan del grupo que consiste en glicina, serina y/o alanina. La glicina y la serina son 
particularmente preferidas. En una realización, el primer espaciador comprende o consiste en uno o más 
pentapéptidos que tienen restos de glicina, serina y o treonina. Una forma de evaluar si el primer espaciador posee 
los requisitos de flexibilidad en las proteínas de fusión actualmente reivindicadas es realizando un ensayo de 
escisión de proteasa simple. Puede ser rutina para un experto en la técnica evaluar la escisión/activación de una 15
proteína de fusión. Se describe la metodología estándar, por ejemplo, en el Ejemplo 1.

En una realización, el primer espaciador puede seleccionarse de espaciadores GS5, GS10, GS15, GS18, GS20, FL3 
y/o FL4. La secuencia de dichos espaciadores se proporciona en la siguiente Tabla 1. 

Tabla 1

Espaciador Secuencia

GS5 GGGGSA

GS10 GGGGSGGGGSA

GS15 ALAGGGGSGGGGSALV

GS18 GGGGSGGGGSGGGGSA

GS20 ALAGGGGSGGGGSGGGGSALV

FL3 LGGGGSGGGGSGGGGSAAA

FL4 LSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSA AA

20

En una realización, el primer espaciador permite al menos 45 % (tal como al menos 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 
95, 98, 99 o 100 %) de activación de la proteína de fusión mediante la escisión por la proteasa. En una realización, 
el primer espaciador permite al menos 70 % de activación de la proteína de fusión mediante la escisión por la 
proteasa.

En una realización, el primer espaciador no es una secuencia espaciadora de origen natural. En una realización, el 25
primer espaciador no comprende ni consiste en una secuencia de aminoácidos nativa para la neurotoxina clostridial 
natural (es decir, de tipo silvestre), tal como la neurotoxina botulínica. En otras palabras, el primer espaciador puede 
ser una secuencia no clostridial (es decir, no se encuentra en la neurotoxina clostridial nativa). En una realización, la 
proteína de fusión no comprende ni consiste en la secuencia de aminoácidos GIITSK (BoNT/A); VK (BoNT B); 
AIDGR (BoNT/C); LTK (BoNT/D); IVSVK (BoNT/E); VIPR (BONT/F); VMYK (BoNT/G) y/o IIPPTNIREN (TeNT) como 30
el primer espaciador.

En una realización, el primer espaciador comienza en el tercer resto de aminoácidos después del resto de cisteína 
conservado en la cadena L de la neurotoxina clostridial (véase la Tabla 3 siguiente). En una realización, el primer 
espaciador comienza después de los restos de aminoácidos VD de una cadena L clostridial de proteasa no 
citotóxica diseñada con un sitio sal1 después del resto de cisteína conservado. En una realización, el primer 35
espaciador termina con el resto de aminoácido que marca el comienzo de los sitios de escisión de proteasa 
mencionados anteriormente. La proteína de fusión de cadena sencilla comprende un segundo espaciador, el cual se 
localiza entre la fracción de direccionamiento de galanina y el dominio de translocación. Dicho segundo espaciador 
puede comprender (o consistir en) una secuencia de aminoácidos de 4 a 35 (tal como de 6 a 35, 10 a 35, 15 a 35, 
20 a 35 o de 4 a 28, 4 a 25, 4 a 20 o 4 a 10) restos de aminoácidos. Se ha encontrado inesperadamente que las 40
proteínas de fusión de la presente invención pueden demostrar una actividad de unión mejorada cuando el tamaño 
del segundo espaciador se selecciona de modo que (en uso) el extremo C terminal y la TM y el extremo N terminal 
del componente de translocación están separados entre sí por 40-105 angstroms, preferiblemente por 50-100 
angstroms y más preferiblemente por 50-90 angstroms.
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Los segundos espaciadores adecuados pueden identificarse rutinariamente y obtenerse de acuerdo con Crasto, C. J. 
and Feng, J.A. (2000) May, 13(5), pp. 309-312, véase también http://www.fccc./edu/research/labs/feng/limker.html. 
En una realización, el segundo espaciador se selecciona de un espaciador GS5, GS10, GS15, GS18, GS20 o HX27. 
La secuencia de dichos espaciadores se proporciona en la siguiente Tabla 2.

Tabla 25

Espaciador Secuencia

GS5 GGGGSA

GS10 GGGGSGGGGSA

GS15 ALAGGGGSGGGGSALV

GS18 GGGGSGGGGSGGGGSA

GS20 ALAGGGGSGGGGSGGGGSALV

HX27 ALAAEAAAKEAAAKEAAAKAGGGGSALV

Se ha encontrado sorprendentemente que las proteínas de fusión actualmente reivindicadas que tienen las 
características de dicho primer y segundo espaciadores muestran propiedades de activación mejoradas e 
incrementan la producción durante la expresión recombinante. Además, las proteínas de fusión actualmente 
reivindicadas muestran una potencia mejorada en comparación con las proteínas de fusión en las que la TM de 10
galanina TM es el extremo C terminal del componente dominio de translocación.

En una realización, la invención proporciona una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla que comprende 
(o consiste en) una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80 % (tal como al menos 85, 90, 92, 94, 95, 96, 
97, 98, 99 o 100 %) de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de las SEQ ID NOs: 10, 11, 13, 14, 
16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 53, 15
56 y/o 59.

En una realización, la invención proporciona una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla que comprende 
(o consiste en) una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80 % (tal como al menos 85, 90, 92, 94, 95, 96, 
97, 98, 99 o 100 %) de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de longitud completa de las SEQ ID 
NOs: 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 20
46, 47, 48, 49, 50, 53, 56 y/o 59.

En una realización, en el polipéptido de cadena sencilla, el componente proteasa no citotóxico y el componente de 
translocación están unidos por un enlace disulfuro. De esta manera, después de la escisión del sitio de escisión de 
la proteasa, el polipéptido asume una conformación de doble cadena, en el que los componentes proteasa y de 
translocación permanecen unidos por el enlace disulfuro. Para este fin, se prefiere que los componentes proteasa y 25
de translocación se encuentren distanciados uno del otro en la proteína de fusión de cadena sencilla por un máximo 
de 100 restos de aminoácidos, más preferiblemente un máximo de 80 restos de aminoácidos, particularmente 
preferiblemente por un máximo de 60 restos de 25 aminoácidos y lo más preferiblemente por un máximo de 50 
restos de aminoácidos.

En una realización, el componente proteasa no citotóxico forma un enlace disulfuro con el componente de 30
translocación de la proteína de fusión. Por ejemplo, el resto de aminoácido del componente proteasa que forma el 
enlace disulfuro se localiza dentro de los últimos 20, preferiblemente dentro de los últimos 10 restos de aminoácidos 
C terminales del componente proteasa. De forma similar, el resto de aminoácidos dentro del componente de 
translocación que forma la segunda parte del enlace disulfuro puede localizarse dentro de los primeros 20, 
preferiblemente dentro de los primeros 10 restos de aminoácidos N terminales del componente de translocación.35

Como alternativa, en el polipéptido de cadena sencilla, el componente proteasa no citotóxico y la TM pueden unirse 
por un enlace disulfuro. A este respecto, el resto de aminoácido de la TM que forma el enlace disulfuro se localiza
preferiblemente lejos del extremo N terminal de la TM, más preferiblemente hacia el extremo C terminal de la TM.

En una realización, el componente proteasa no citotóxico forma un enlace disulfuro con el componente TM de la 
proteína de fusión. A este respecto, el resto de aminoácido del componente proteasa que forma el enlace disulfuro 40
se localiza preferiblemente dentro de los últimos 20, lo más preferiblemente dentro de los últimos 10 restos de 
aminoácidos C terminales del componente proteasa. De forma similar, el resto de aminoácido dentro del 
componente TM que forma la segunda parte del enlace disulfuro se localiza preferiblemente dentro de los últimos 
20, más preferiblemente dentro de los últimos 10 restos de aminoácidos C terminales de la TM.

Las disposiciones del enlace disulfuro anteriores tienen la ventaja de que los componentes proteasa y de 45
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translocación se disponen en una forma similar a la de las neurotoxinas clostridiales nativas. A modo de 
comparación, con referencia a la secuencia de aminoácidos primaria para la neurotoxina clostridial nativa, los 
respectivos restos de aminoácidos cisteína se encuentran distanciados por entre 8 y 27 restos de aminoácidos -
tomados de Popoff, MR & Marvaud, J-C, 1999, Structural & genomic features of clostridial neurotoxins, Capítulo 9, 
en The Comprehensive Sourcebook of Bacterial Protein Toxins. Ed. Alouf & Freer:5

Tabla 3

Serotipo1 Secuencia Longitud 'nativa' entre 
C-C

BoNT/A1 CVRG I ITSKTKS----LDKGYN KALN DLC 23

BoNT/A2 CVRGIIPFKTKS----LDEGYNKALNDLC 23

BoNT/B CKSVKAPG-------------------IC 8

BoNT/C CHKAIDGRS----------LYNYKTLDC 15

BoNT/D CLRLTK---------------NSRDDSTC 12

BoNT/E C KN-IVSVK----------G I RK---SIC 13

BoNT/F CKS-VIPRK ---------- GTKAPP-RLC 15

BoNT/G CKPVMYKNT----------GKSE----QC 13

TeNT CKKIIPPTNIRENLYNRTASLTDLGGELC 27

1 Solo información de cepas proteolíticas

La proteína de fusión puede comprender una o más etiquetas de purificación, las cuales se localizan en el extremo N 
terminal en el componente proteasa y/o en el extremo C terminal en el componente de translocación.

Aunque puede emplearse cualquier etiqueta de purificación, se prefieren las siguientes:10

Etiqueta de His (por ejemplo 6 x histidina), preferiblemente como una etiqueta C terminal y/o N terminal

Etiqueta de MBP (proteína de unión de maltosa), preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de GST (glutatión-S-transferasa) preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de His-MBP, preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de GST-MBP, preferiblemente como una etiqueta N terminal15

Etiqueta de tioredoxina, preferiblemente como una etiqueta N terminal

Etiqueta de CBD (Dominio de unión a quitina) preferiblemente como una etiqueta N terminal

De acuerdo con una realización adicional de la presente invención una o más moléculas espaciadoras de péptido 
adicionales pueden incluirse en la proteína de fusión. Por ejemplo, puede emplearse un espaciador péptido entre 
una etiqueta de purificación y el resto de la molécula de proteína de fusión (por ejemplo, entre una etiqueta de 20
purificación N terminal y un componente proteasa de la presente invención y/o entre una etiqueta de purificación C
terminal y un componente de translocación de la presente invención).

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invención, se proporciona una secuencia de ADN que codifica el 
polipéptido de cadena sencilla mencionado anteriormente. En un aspecto preferido de la presente invención, la 
secuencia de ADN se prepara como parte de un vector de ADN, en el que el vector comprende un promotor y 25
terminador.
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En una realización preferida, el vector tiene un promotor seleccionado de:

Promotor Agente de inducción Condición de inducción típica

Tac (híbrido) IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

AraBAD L-arabinosa 0,2 % (0,002-0,4 %)

Operador T7-lac IPTG 0,2 mM (0,05-2,0 mM)

La construcción de ADN de la presente invención se diseña preferiblemente in silico y después se sintetiza por 
técnicas de síntesis de ADN convencionales.

La información de la secuencia de ADN mencionada anteriormente se modifica opcionalmente para seleccionar5
codones de acuerdo con el sistema de expresión de la célula hospedadora final (por ejemplo E. coli) que va a 
emplearse. 

La estructura principal del ADN se selecciona preferiblemente para cualquier secuencia de ácido nucleico inherente, 
la cual cuando se transcribe y traduce puede producir una secuencia de aminoácidos que corresponde al sitio de 
escisión de la proteasa codificado por la segunda secuencia de codificación de péptido. Esta selección puede 10
realizarse manualmente o con ayuda de software informático (por ejemplo el programa MapDraw por DNASTAR, 
Inc.). De acuerdo con una realización adicional de la presente descripción, se proporciona un método para preparar 
un agente no citotóxico que comprende:

a. poner en contacto una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla de la invención con una 
proteasa capaz de escindir el sitio de escisión de la proteasa;15

b. escindir el sitio de escisión de la proteasa y formar así una proteína de fusión de doble cadena.

Este aspecto proporciona un polipéptido de doble cadena, el cual imita generalmente la estructura de la holotoxina 
clostridial. En más detalle, el polipéptido de doble cadena resultante generalmente tiene una estructura en la que:

a. la primera cadena comprende una proteasa no citotóxica, proteasa que es capaz de escindir una 
proteína del aparato de fusión exocítica de un aferente sensorial nociceptivo;20

b. la segunda cadena comprende la TM de galanina y el dominio de translocación que es capaz de 
translocar la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de una membrana endosomal y hasta el 
citosol del aferente sensorial nociceptivo; y 

la primera y segunda cadenas están unidas entre sí por un enlace disulfuro.

En uso, el polipéptido de cadena sencilla o de doble cadena de la invención trata, previene o alivia el dolor.25

En uso, una cantidad terapéuticamente efectiva de un polipéptido de cadena sencilla o de doble cadena de la 
invención se administra a un paciente.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente descripción, se proporciona el uso de un polipéptido de cadena 
sencilla o doble cadena de la invención, para la fabricación de un medicamento para tratar, prevenir o aliviar el dolor.

De acuerdo con un aspecto relacionado de la descripción, se proporciona un método para tratar, prevenir o aliviar el 30
dolor en un sujeto, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un 
polipéptido de cadena sencilla o doble cadena de la invención.

Los compuestos descritos aquí pueden utilizarse para tratar a un paciente que sufre uno o más tipos de dolor 
crónico que incluyen dolor neuropático, dolor inflamatorio, cefalea, dolor somático, dolor visceral, y dolor referido.

“Tratar”, como se utiliza aquí, significa tratar médicamente. Incluye, por ejemplo, administrar un compuesto de la 35
invención para prevenir el dolor o para disminuir su intensidad.

El término “dolor”, como se utiliza aquí, significa cualquier experiencia sensorial no placentera, habitualmente
asociada con un trastorno fisiológico. El trastorno físico puede o no ser aparente para un médico. El dolor es de dos 
tipos: crónico y agudo. Un “dolor agudo” es un dolor de corta duración que tiene un inicio repentino. Un tipo de dolor 
agudo, por ejemplo, es sentir dolor cutáneo sobre la lesión en la piel u otros tejidos superficiales, tales como los40
causados por un corte o una quemadura. Los nociceptores cutáneos terminan justo debajo de la piel y debido a la 
alta concentración de terminales nerviosas, producen un dolor localizado de corta duración bien definido. “Dolor 
crónico” es un dolor distinto a un dolor agudo. El dolor crónico incluye dolor neuropático, dolor inflamatorio, cefalea, 
dolor somático, dolor visceral y dolor referido.
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I. Dolor neuropático

Los compuestos de la invención pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con 
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor neuropático. “Dolor neuropático” significa estímulo sensorial 
anormal, que tiene como resultado incomodidad, del sistema nervioso periférico, sistema nervioso central o ambos.

A. Síntomas del dolor neuropático5

Los síntomas del dolor neuropático pueden implicar dolor espontáneo, persistente, así como también alodinia (una 
respuesta dolorosa a un estímulo que normalmente no es doloroso), hiperalgesia (una respuesta acentuada a un 
estímulo doloroso que normalmente provoca solo un malestar leve, tal como un pinchazo de un alfiler) o hiperpatía 
(donde una breve incomodidad se convierte en un dolor intenso prolongado).

B. Causas del dolor neuropático10

El dolor neuropático puede estar causado por cualquiera de lo siguiente.

1. Una lesión traumática, tal como, por ejemplo, una lesión de compresión de un nervio (por ejemplo, un 
aplastamiento de nervios, un estiramiento de nervios, un atrapamiento de nervios o una transsección 
nerviosa incompleta); una lesión de la médula espinal (por ejemplo, una hemisección de la médula espinal); 
una amputación de una extremidad; una contusión; una inflamación (por ejemplo, una inflamación de la 15
médula espinal); o un procedimiento quirúrgico.

2. Un acontecimiento isquémico, que incluye, por ejemplo, un ictus y un ataque al corazón.

3. Un agente infeccioso.

4. Exposición a un agente tóxico, que incluye, por ejemplo, un fármaco, alcohol, un metal pesado (por 
ejemplo, plomo, arsénico, mercurio), un agente industrial (por ejemplo, un disolvente, humo de un 20
pegamento) u óxido nitroso.

5. Una enfermedad, que incluye, por ejemplo, un trastorno inflamatorio, un tumor neoplásico, un síndrome 
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad de Lyme, lepra, una enfermedad metabólica, un 
trastorno de los nervios periféricos, semejante a neuroma, una mononeuropatía o una polineuropatía.

C. Tipos de dolor neuropático25

1. Neuralgia.

Una neuralgia es un dolor que irradia a lo largo del curso de uno o más nervios específicos habitualmente sin ningún 
cambio patológico demostrable en la estructura del nervio. Las causas de la neuralgia son variadas. Irritación 
química, inflamación, traumatismo (que incluye cirugía), compresión por estructuras cercanas (por ejemplo, 
tumores), e infecciones pueden conducir a neuralgia. En muchos casos, sin embargo, la causa es desconocida o no 30
identificable. La neuralgia es más común en personas de edad avanzada, aunque puede ocurrir a cualquier edad. 
Una neuralgia, incluye, sin limitación, una neuralgia del trigémino, una neuralgia post-herpética, una neuralgia 
glosofaríngea, una ciática y un dolor facial atípico.

La neuralgia es dolor en la distribución de un nervio o nervios. Los ejemplos son neuralgia del trigémino, dolor facial 
atípico, y neuralgia postherpética (provocada por herpes zóster o herpes). Los nervios afectados son responsables 35
de la sensación de tacto, temperatura y presión en el área facial desde la mandíbula hasta la frente. El trastorno 
generalmente provoca episodios cortos de dolor insoportable, normalmente durante menos de dos minutos y en solo
un lado de la cara. El dolor puede describirse de diversas formas tales como “punzante”, “agudo”, “como un rayo”, 
“ardiente”, e incluso “con picazón”. En la forma atípica de la NT, el dolor también puede presentarse como intenso o 
simplemente dolor y durar durante períodos prolongados. El dolor asociado con la NT se reconoce como uno de los 40
dolores más insoportables que pueden experimentarse.

Estímulos simples tales como comer, hablar, lavarse la cara, o cualquier contacto ligero o sensación pueden 
desencadenar un episodio (incluso la sensación de una brisa suave). Los episodios pueden ocurrir en grupos o 
como un ataque aislado.

Los síntomas incluyen dolor agudo, punzante o dolor ardiente constante localizado en cualquier lugar, normalmente 45
en o cerca de la superficie del cuerpo, en la misma localización en cada episodio; dolor a lo largo de la trayectoria de 
un nervio especifico; función deteriorada de la parte del cuerpo afectada debido al dolor o debilidad muscular debido 
al daño del nervio motor concomitante; sensibilidad incrementada de la piel o entumecimiento del área de la piel 
afectada (sensación similar a un anestésico local tal como una dosis de novocaína) y cualquier contacto o presión se 
interpreta como dolor. El movimiento también puede ser doloroso.50

La neuralgia del trigémino es la forma más común de neuralgia. Afecta al nervio sensorial principal de la cara, el 
nervio trigémino (“trigémino” literalmente significa “tres orígenes”, y hace referencia a la división del nervio en 3 
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ramificaciones). Esta afección implica un episodio repentino y corto de dolor intenso en el lado de la cara, a lo largo 
del área inervada por el nervio del trigémino en ese lado. El episodio de dolor puede ser lo suficientemente intenso
como para provocar una mueca facial, la cual se denomina clásicamente como un tic doloroso (tic douloureux).
Algunas veces, la causa de la neuralgia del trigémino es un vaso sanguíneo o la presencia de un pequeño tumor que 
presiona el nervio. Trastornos tales como la esclerosis múltiple (una enfermedad inflamatoria que afecta al cerebro y 5
la médula espinal), ciertas formas de artritis y diabetes (niveles elevados de azúcar en la sangre) también puede 
provocar neuralgia del trigémino, aunque la causa no siempre se identifica. En esta afección, ciertos movimientos 
tales como masticar, hablar, tragar o tocar un área de la cara puede desencadenar un espasmo de dolor 
insoportable.

Una neuralgia relacionada aunque más bien poco común afecta al nervio glosofaringeo, que es el responsable de la 10
sensibilidad en la garganta. Los síntomas de esta neuralgia son episodios de dolor cortos de tipo conmoción 
localizados en la garganta.

La neuralgia puede ocurrir después de infecciones tales como herpes zoster, el cual está provocado por el virus 
varicela-zoster, un tipo de herpesvirus. Esta neuralgia produce un dolor ardiente constante después de que la 
erupción del herpes zóster se ha curado. El dolor se agrava por el movimiento de o el contacto con el área afectada. 15
No todos aquellos diagnosticados con herpes zóster van a experimentar neuralgia postherpética, la cual puede ser 
más dolorosa que los herpes zóster. El dolor y la sensibilidad pueden durar durante meses o incluso años. El dolor 
se presenta normalmente en la forma de una sensibilidad intolerable a cualquier contacto pero especialmente al 
contacto suave. La neuralgia postherpética no se restringe a la cara; puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo 
aunque ocurre normalmente en la localización de las erupciones del herpes zóster. 20

La depresión no es rara debido al dolor y aislamiento social durante la enfermedad.

La neuralgia postherpética puede ser debilitante mucho después que hayan desaparecido las señales de la infección 
por herpes original. Otras enfermedades infecciosas que pueden provocar neuralgia son sífilis y enfermedad de 
Lyme.

La diabetes es otra causa común de neuralgia. Este problema médico muy común afecta a casi 1 de cada 20 25
americanos durante su vida adulta. La diabetes daña las pequeñas arterias que irrigan los nervios, provocan el mal 
funcionamiento de la fibra nerviosa y algunas veces la pérdida del nervio. La diabetes puede producir casi cualquier 
neuralgia, incluyendo neuralgia del trigémino, síndrome del túnel carpiano (dolor y entumecimiento de la mano y 
muñeca) y meralgia parestésica (entumecimiento y dolor en el muslo debido al daño del nervio cutáneo femoral 
lateral). El control estricto del azúcar en la sangre puede prevenir el daño del nervio diabético y puede acelerar la 30
recuperación en pacientes que desarrollan neuralgia.

Otras afecciones médicas que pueden asociarse con neuralgias son la insuficiencia renal crónica y la porfiria, una 
enfermedad hereditaria en la cual el cuerpo no puede eliminar por sí mismo ciertas sustancias producidas después 
de la descomposición normal de la sangre en el cuerpo. Ciertos fármacos también pueden provocar este problema.

2. Desaferentación.35

La desaferentación indica una pérdida de estímulo sensorial de una porción del cuerpo y puede estar provocada por 
interrupción de cualquier fibra o nervio sensorial periférico del sistema nervioso central. Un síndrome de dolor por 
desaferentación incluye, sin limitación, una lesión en el cerebro o médula espinal, un dolor post-ictus, un dolor 
fantasma, una paraplejia, lesiones por avulsión del plexo braquial, radiculopatías lumbares.

3. Síndromes de dolor regional complejo (CRPS)40

El CRPS es un síndrome de dolor crónico que es la consecuencia del dolor mantenido por el sistema simpático y 
que se presenta en dos formas. El CRPS 1 actualmente remplaza el término “síndrome de distrofia simpática 
refleja”. Es un trastorno nervioso crónico que ocurre con mayor frecuencia en los brazos o piernas después de una 
lesión menor o mayor. El CPRS 1 se asocia con dolor intenso, cambios en las uñas, huesos y piel y un aumento de 
la sensibilidad al contacto en el miembro afectado. El CRPS 2 sustituye al término causalgia y es la consecuencia de 45
una lesión identificada en el nervio. Un CRPS, incluye, sin limitación, un CRPS de Tipo I (distrofia simpática refleja) y 
un CRPS Tipo II (causalgia).

4. Neuropatía.

Una neuropatía es un cambio funcional o patológico en un nervio y se caracteriza clínicamente por alteraciones de 
las neuronas sensoriales motoras.50

La neuropatía central es un cambio funcional o patológico en el sistema nervioso central. 

La neuropatía periférica es un cambio funcional o patológico en uno o más nervios periféricos. Los nervios 
periféricos retransmiten información desde el sistema nervioso central (cerebro y médula espinal) a los músculos y 
otros órganos y desde la piel, articulaciones y otros órganos de nuevo al cerebro. La neuropatía periférica ocurre 
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cuando estos nervios no llevan información a y desde el cerebro y la médula espinal, dando como resultado dolor, 
pérdida de sensación, o incapacidad de controlar los músculos. En algunos casos, la falta de actividad de los nervios 
que controlan los vasos sanguíneos, intestino y otros órganos tiene como resultado presión sanguínea anormal, 
problemas de digestión y pérdida de otros procesos corporales básicos. Los factores de riesgo de neuropatía 
incluyen diabetes, uso excesivo de alcohol y exposición a ciertas sustancias químicas y fármacos. Algunas personas 5
tienen una predisposición hereditaria a la neuropatía. La presión prolongada en un nervio es otro riesgo de
desarrollar una lesión nerviosa. La lesión por presión puede provocarse por inmovilidad prolongada (tal como un 
procedimiento quirúrgico prolongado o enfermedad prolongada) o compresión de un nervio por yesos, férulas, 
aparatos ortopédicos, muletas u otros dispositivos. La polineuropatía implica un proceso generalizado que 
habitualmente afecta a ambos lados del cuerpo por igual. Los síntomas dependen del tipo de nervio que está10
afectado. Los tres tipos principales de nervios son sensorial, motor y autónomo. La neuropatía puede afectar a 
cualquiera o a una combinación de los tres tipos de nervios. Los síntomas también dependen de si la afección afecta 
a todo el cuerpo o solo a un nervio (como de una lesión). La causa de polineuropatía inflamatoria crónica es una 
respuesta inmunitaria anormal. Los antígenos específicos, procesos inmunitarios y factores desencadenantes son 
variables y en muchos casos son desconocidos. Puede ocurrir en asociación con otras afecciones tales como 15
infección por VIH, enfermedad intestinal inflamatoria, lupus eritematoso, hepatitis activa crónica y anomalías de las 
células sanguíneas.

La neuropatía periférica puede implicar un cambio funcional o patológico en un solo nervio o grupo de nervios 
(mononeuropatía) o un cambio funcional o patológico que afecta a varios nervios (polineuropatía).

Neuropatías periféricas 20

Trastornos hereditarios

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth 

Ataxia de Friedreich 

Trastornos sistémicos o metabólicos

Diabetes (neuropatía diabética)25

Deficiencias en la dieta (especialmente de vitamina B-12)

Uso de alcohol excesivo (neuropatía alcohólica) 

Uremia (por insuficiencia renal)

Cáncer 

Afecciones infecciosas o inflamatorias 30

SIDA

Hepatitis

Fiebre del colorado por garrapatas

Difteria

Síndrome de Guillain-Barré35

Infección por VIH sin desarrollo de SIDA

Lepra

Enfermedad de Lyme

Poliarteritis nodosa

Artritis reumatoide 40

Sarcoidosis 

Síndrome de Sjögren 

Sífilis

Lupus eritematoso sistémico
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Amiloide 

Exposición a compuestos tóxicos

Inhalación de pegamento u otros compuestos tóxicos 

Óxido nitroso

Agentes industriales - especialmente disolventes5

Metales pesados (plomo, arsénico, mercurio, etc.) 

Neuropatía secundaria a fármacos como nefropatía analgésica 

Diversas causas

Isquemia (oxigeno disminuido/flujo sanguíneo disminuido) 

Exposición prolongada a bajas temperaturas10

a. Polineuropatía

La polineuropatía es una neuropatía periférica que implica la pérdida de movimiento o sensación en un área 
provocada por el daño o destrucción de varios nervios periféricos. El dolor polineuropático, incluye, sin limitación, 
síndrome posterior a la polio, síndrome posterior a la mastectomía, neuropatía diabética, neuropatía por alcohol, 
amiloide, toxinas, SIDA, hipotiroidismo, uremia, deficiencias de vitaminas, dolor inducido por quimioterapia, 15
tratamiento con 2',3'-dideoxicitidina (ddC), síndrome de Guillain-Barré o enfermedad de Fabry.

b. Mononeuropatía

La mononeuropatía es una neuropatía periférica que implica la pérdida de movimiento o sensación en un área 
provocada por el daño o destrucción de un nervio o grupo de nervios periféricos. La mononeuropatía frecuentemente 
está causada por daño en un área local como resultado de una lesión o traumatismo, aunque ocasionalmente los 20
trastornos sistémicos pueden provocar daño nervioso aislado (como en la mononeuritis múltiple). Las causas 
habituales son traumatismo directo, presión prolongada en el nervio y compresión del nervio por inflamación o lesión 
de estructuras corporales cercanas. El daño incluye destrucción de la vaina de mielina (cubierta) del nervio o de la 
parte de la célula nerviosa (el axón). Este daño enlentece o impide la conducción de impulsos a través del nervio. La 
mononeuropatia puede implicar cualquier parte del cuerpo. El dolor mononeuropático, incluye, sin limitación, una 25
disfunción del nervio ciático, una disfunción del nervio peroneo común, una disfunción del nervio radial, una 
disfunción del nervio cubital, una mononeuropatia craneal VI, una mononeuropatia craneal VII, una mononeuropatia 
craneal III (de tipo compresión), una mononeuropatia craneal III (tipo diabético), una disfunción del nervio axilar, un 
síndrome del túnel carpiano, una disfunción del nervio femoral, una disfunción del nervio tibial, parálisis de Bell, un 
síndrome de la salida torácica, un síndrome del túnel carpiano y una parálisis del sexto nervio (abducente).30

c. Neuropatías periféricas generalizadas 

Las neuropatías periféricas generalizadas son simétricas y normalmente se deben a diversas enfermedades 
sistémicas y procesos patológicos que afectan al sistema nervioso periférico en su totalidad. Se subdividen 
adicionalmente en varias categorías:

i. Las axonopatías distales son el resultado de alguna alteración metabólica o tóxica de las neuronas. 35
Pueden estar provocadas por enfermedades metabólicas tales como diabetes, insuficiencia renal, 
síndromes de deficiencia tales como malnutrición y alcoholismo, o los efectos de toxinas o fármacos. La 
axonopatía distal (también conocida como neuropatía por degeneración) es un tipo de neuropatía periférica 
que es la consecuencia de alguna alteración metabólica o tóxica de las neuronas del sistema nervioso 
periférico (PNS). Es la respuesta más común de los nervios a las alteraciones metabólicas o tóxicas y como 40
tal puede estar provocada por enfermedades metabólicas tales como diabetes, insuficiencia renal, 
síndromes de deficiencia tales como malnutrición y alcoholismo o por los efectos de toxinas o fármacos. La 
causa más común de axonopatía distal es la diabetes y la axonopatía distal más común es la neuropatía 
diabética.

ii. Las mielinopatías son debidas a una lesión primaria en la mielina, lo que provoca la falta aguda de 45
la conducción de impulsos. La causa más común es la polineuropatía desmielinizante inflamatoria aguda 
(AIDP; también conocida como síndrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen síndrome 
desmielinizante inflamatorio crónico (CIDP), trastornos metabólicos genéticos (por ejemplo, leucodistrofia) o 
toxinas. La mielinopatía se debe a la destrucción primaria de mielina o de las células de Schwann 
mielinizantes, que dejan el axón intacto, pero provocan la falta aguda de conducción de impulsos. Esta 50
desmielinización ralentiza o bloquea completamente la conducción de impulsos eléctricos a través del 
nervio. La causa más común es la polineuropatía desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP, mejor conocida 
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como síndrome de Guillain-Barré), aunque otras causas incluyen polineuropatía desmielinizante inflamatoria 
crónica (CIDP), trastornos metabólicos genéticos (por ejemplo, leucodistrofia o enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth) o toxinas.

iii. Las neuronopatías son el resultado de la destrucción de las neuronas del sistema nervioso periférico 
(SNP). Pueden ser provocadas por enfermedades de las neuronas motoras, neuronopatías sensoriales (por 5
ejemplo, Herpes zóster), toxinas o disfunción autónoma. Las neurotoxinas pueden causar neuronopatías, 
como el agente de quimioterapia vincristina. La neuronopatía es la disfunción debido al daño en las 
neuronas del sistema nervioso periférico (SNP), que tiene como resultado una neuropatía periférica. Puede 
estar causada por enfermedades de las neuronas motoras, neuronopatías sensoriales (por ejemplo, Herpes 
zóster), sustancias tóxicas o disfunción autónoma. Puede presentarse en diferentes formas en una persona 10
con neuronopatía, dependiendo de la causa, la forma en la que afecta a las células nerviosas y el tipo de 
célula nerviosa que es la más afectada.

iv. Neuropatías por atrapamientos focales (por ejemplo, síndrome del túnel carpiano).

II. Dolor inflamatorio

Los compuestos de la invención pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con 15
cualquiera de las siguientes afecciones inflamatorias

A. Trastorno artrítico

Los trastornos artríticos incluyen, por ejemplo, artritis reumatoide; artritis reumatoide juvenil; lupus eritematoso 
sistémico (SLE); artritis gotosa; escleroderma; osteoartritis; artritis psoriásica; espondilitis anquilosante; síndrome de 
Reiter (artritis reactiva); enfermedad de Still en adultos; artritis por infección viral; artritis por una infección bacteriana, 20
tal como, por ejemplo, artritis gonocócica y artritis bacteriana no gonocócica (artritis séptica); enfermedad de Lyme 
terciaria; artritis tuberculosa; artritis por infección fúngica, tal como, por ejemplo, una blastomicosis

B. Enfermedades autoinmunitarias

Las enfermedades autoinmunitarias incluyen, por ejemplo, síndrome de Guillain-Barré, tiroiditis de Hashimoto, 
anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes de tipo I, lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, 25
síndrome de Sjögren, lupus eritematoso, esclerosis múltiple, miastenia gravis, síndrome de Reiter y enfermedad de 
Grave.

C. Trastorno del tejido conjuntivo

Los trastornos del tejido conjuntivo incluyen, por ejemplo, espondiloartritis, dermatomiositis y fibromialgia. 

D. Lesión30

La inflamación provocada por una lesión, incluyendo, por ejemplo, un aplastamiento, perforación, estiramiento de un 
tejido o articulación, puede provocar dolor inflamatorio crónico.

E. Infección

La inflamación provocada por infección, incluyendo, por ejemplo, una tuberculosis o una queratitis intersticial pueden 
provocar dolor inflamatorio crónico.35

F. Neuritis

La neuritis es un proceso inflamatorio que afecta un nervio o grupo de nervios. Los síntomas dependen de los 
nervios implicados, aunque pueden incluir dolor, parestesias, paresias, o hipoestesia (entumecimientos).

Los ejemplos incluyen:

a. Neuritis braquial40

b. Neuropatía retrobulbar, un proceso inflamatorio que afecta a la parte del nervio óptico que queda 
inmediatamente por detrás del globo ocular.

c. Neuropatía óptica, un proceso inflamatorio que afecta al nervio óptico provocando una reducción 
repentina de la visión en el ojo afectado. La causa de la neuritis óptica es desconocida. La inflamación 
repentina del nervio óptico (el nervio que conecta el ojo y el cerebro) conduce a la inflamación y destrucción 45
de la vaina de mielina. La inflamación puede ser ocasionalmente el resultado de una infección viral o puede 
estar provocada por enfermedades autoinmunitarias tales como la esclerosis múltiple. Los factores de 
riesgo se relacionan con las causas posibles.

d. Neuritis vestibular, una infección viral que provoca un proceso inflamatorio que afecta al nervio vestibular.
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G. Inflamación articular

La inflamación de la articulación, tal como aquella provocada por bursitis o tendinitis, por ejemplo, puede provocar 
dolor inflamatorio crónico.

III. Cefalea

Los compuestos de la invención pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con 5
cualquiera de las siguientes afecciones de tipo cefalea. El dolor de cabeza (conocido médicamente como cefalea) es 
una afección de dolor leve a intenso en la cabeza; algunas veces un dolor en el cuello o en la parte superior de la 
espalda también puede interpretarse como una cefalea. Puede indicarse una enfermedad local o sistémica 
subyacente o ser un trastorno en sí mismo.

A. Cefalea muscular/miogénica10

Las cefaleas musculares/miogénicos parecen implicar el estiramiento o tensión de los músculos faciales y del cuello; 
pueden irradiarse hacia la frente. La cefalea por tensión es la forma más común de cefalea miogénica.

Una cefalea por tensión es una afección que implica dolor o molestias en la cabeza, el cuero cabelludo, o cuello, 
normalmente asociado con tensión muscular en estas áreas. Las cefaleas por tensión son el resultado de la 
contracción de los músculos del cuello y del cuero cabelludo. Una causa de esta contracción muscular es una 15
respuesta a la tensión, depresión o ansiedad. Cualquier actividad que provoque que la cabeza se mantenga en una 
posición durante un tiempo prolongado sin moverse puede provocar una cefalea. Tales actividades incluyen escribir 
a máquina o el uso de ordenadores, trabajos finos con las manos y el uso de un microscopio. Dormir en un cuarto 
frío o dormir con el cuello en una posición anormal también puede desencadenar este tipo de cefalea. Una cefalea
por tensión, incluye, sin limitación, un cefalea por tensión episódica y una cefalea por tensión crónica.20

B. Cefalea vascular

El tipo más común de cefalea vascular es la migraña. Otras clases de cefaleas vasculares incluyen cefalea en 
racimos, la cual provoca episodios repetidos de dolor intenso y cefaleas que son el resultado de la presión arterial 
alta 

1. Migraña25

Una migraña es un trastorno heterogéneo que implica generalmente cefaleas recurrentes. Las migrañas son 
diferentes de otras cefaleas debido a que ocurren con otros síntomas, tales como, por ejemplo, náuseas, vómitos o 
sensibilidad a la luz. En la mayoría de las personas, se siente un dolor punzante solo en un lado de la cabeza. Las 
características clínicas tales como el tipo de síntomas de aura, presencia de pródromos, o síntomas asociados tales 
como vértigo, pueden verse en subgrupos de pacientes con diferentes mecanismos fisiopatológicos o genéticos 30
subyacentes. Una cefalea migrañosa, incluye, sin limitación, una migraña sin aura (migraña común), una migraña 
con aura (migraña clásica), una migraña menstrual, un equivalente a una migraña (cefalea acefálica), una migraña 
complicada, una migraña abdominal y una migraña por tensión mixta.

2. Cefalea en racimos

Las cefaleas en racimos afectan a un lado de la cabeza (unilateral) y pueden asociarse con lagrimeo de los ojos y 35
congestión nasal. Esto ocurre en racimos, pasando repetidamente cada día a la misma hora durante varias semanas
y después remitiendo.

D. Cefalea por presión arterial alta 

E. Cefalea por tracción e inflamatoria

Las cefaleas por tracción e inflamatorias son normalmente síntomas de otros trastornos, que pueden ir de ictus a 40
infección sinusal.

F. Cefalea hormonal

G. Cefalea por efecto rebote

Las cefaleas por efecto rebote, también conocidas como cefaleas por el uso excesivo de medicamentos, se 
producen cuando se toma muy frecuentemente una medicación para aliviar la cefalea. Las cefaleas por efecto de 45
rebote frecuentemente ocurren a diario y pueden ser muy dolorosas.

H. Cefalea por sinusitis crónica

La sinusitis es una inflamación, ya sea bacteriana, fúngica, viral, alérgica o autoinmunitaria, de los senos 
paranasales. La sinusitis crónica es una de las complicaciones más comunes del resfriado común. Los síntomas 
incluyen: congestión nasal; dolor facial; cefalea; fiebre; malestar general; secreción verde o amarilla espesa; 50
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sensación de 'llenado' facial que empeora al agacharse. En un pequeño número de casos, puede desarrollarse 
sinusitis maxilar crónica por la propagación de bacterias por una infección dental. La sinusitis eosinofílica 
hiperplásica crónica es una forma no infecciosa de sinusitis crónica.

I. Cefalea orgánica

J. Cefaleas ictales5

Las cefaleas ictales son cefaleas asociadas con la actividad convulsiva.

IV. Dolor somático

Los compuestos de la invención pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con 
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor somático. El dolor somático se origina en los ligamentos, tendones, 
huesos, vasos sanguíneos e incluso en los propios nervios. Se detecta con nociceptores somáticos. La escasez de 10
receptores de dolor en estas áreas produce un dolor sordo, mal localizado de duración más prolongada que el dolor 
cutáneo; ejemplos incluyen esguinces y huesos rotos. Ejemplos adicionales incluyen lo siguiente.

A. Tensión muscular excesiva

La tensión muscular excesiva puede provocarse, por ejemplo, por una torcedura o un esguince. 

B. Trastornos por movimiento repetitivo15

Los trastornos por movimiento repetitivo pueden ser la consecuencia del uso excesivo de las manos, muñecas, 
codos, hombros, cuello, espalda, caderas, rodillas, pies, piernas, o tobillos.

C. Trastornos musculares

Los trastornos musculares que provocan dolor somático incluyen, por ejemplo, polimiositis, dermatomiositis, lupus, 
fibromialgia, polimialgia reumática y rabdomiolisis.20

D. Mialgia

La mialgia es un dolor muscular y es un síntoma de muchas enfermedades y trastornos. La causa más común de la
mialgia es cualquier uso excesivo o sobreestiramiento de un músculo o grupo de músculos. La mialgia sin 
antecedentes de traumatimo a menudo se debe a infecciones virales. Las mialgias a largo plazo pueden ser 
indicativas de una miopatía metabólica, algunas deficiencias nutricionales o síndrome de fatiga crónica.25

E. Infección

La infección puede provocar dolor somático. Los ejemplos de tales infecciones incluyen, por ejemplo, absceso en el 
músculo, triquinosis, gripe, enfermedad de Lyme, malaria, fiebre de las Montañas Rocosas, gripe aviar, resfriado 
común, neumonía adquirida en la comunidad, meningitis, viruela de los monos, síndrome respiratorio agudo severo, 
síndrome de choque tóxico, triquinosis, fiebre tifoidea e infección de las vías respiratorias superiores.30

F. Fármacos

Los fármacos pueden provocar dolor somático. Tales fármacos incluyen, por ejemplo, cocaína, una estatina para 
reducir el colesterol (tal como atorvastatina, simvastatina y lovastatina) y un inhibidor de la ECA para disminuir la 
presión arterial (tal como enalapril y captopril)

V. Dolor visceral35

Los compuestos de la invención pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con 
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor visceral. El dolor visceral tiene su origen en las vísceras u órganos
del cuerpo. Los nociceptores viscerales se localizan dentro de los órganos corporales y las cavidades internas. La 
escasez aún mayor de nociceptores en estas áreas produce un dolor que es normalmente más doloroso y de una
duración más prolongada que el dolor somático. El dolor visceral es extremadamente difícil de localizar y diversas40
lesiones en el tejido visceral provocan el dolor “referido”, donde la sensación se localiza en un área no relacionada 
en absoluto con el sitio de la lesión. Ejemplos de dolor visceral incluyen los siguientes.

A. Dolor visceral funcional

El dolor visceral funcional incluye, por ejemplo, el síndrome del intestino irritable y el dolor abdominal funcional 
crónico (CFAP), estreñimiento funcional y dispepsia funcional, dolor torácico no cardíaco (NCCP) y dolor abdominal 45
crónico.
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B. Inflamación gastrointestinal crónica

La inflamación gastrointestinal crónica incluye, por ejemplo, gastritis, enfermedad inflamatoria intestinal, como, por 
ejemplo, la enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, colitis microscópica, diverticulitis y gastroenteritis; cistitis 
intersticial; isquemia intestinal; colecistitis; apendicitis; reflujo gastroesofágico; úlcera, nefrolitiasis, infección del 
tracto urinario, pancreatitis y hernia.5

C. Dolor autoinmunitario

El dolor autoinmunitario incluye, por ejemplo, sarcoidosis y vasculitis.

D. Dolor visceral orgánico

El dolor visceral orgánico incluye, por ejemplo, dolor resultante de una lesión traumática inflamatoria o degenerativa 
del intestino o producida por un tumor que afecta a la inervación sensorial.10

E. Dolor visceral inducido por el tratamiento

El dolor visceral inducido por el tratamiento incluye, por ejemplo, un dolor concurrente con quimioterapia o un dolor
concurrente con radioterapia.

VI. Dolor referido

Los compuestos de la invención pueden utilizarse para tratar el dolor provocado por o de otra forma asociado con 15
cualquiera de las siguientes afecciones de dolor referido.

El dolor referido tiene su origen en un dolor localizado en un área alejada del sitio de estimulación dolorosa. Con 
frecuencia, el dolor referido surge cuando un nervio se encuentra comprimido o dañado en o cerca de su origen. En 
esta circunstancia, la sensación de dolor generalmente se sentirá en el área que inerva el nervio, incluso cuando el 
daño se origina en otra parte. Un ejemplo común ocurre en la hernia del disco intervertebral, en la cual una raíz 20
nerviosa que surge de la médula espinal se comprime por el material de disco adyacente. Aunque el dolor puede 
surgir del propio disco dañado, el dolor también se sentirá en la región inervada por el nervio comprimido (por 
ejemplo, el muslo, rodilla, o pie). La liberación de la presión de la raíz nerviosa puede aliviar el dolor referido, 
siempre que no haya ocurrido un daño nervioso permanente. La isquemia miocárdica (la pérdida del flujo sanguíneo 
en una parte del tejido muscular del corazón) posiblemente es el mejor ejemplo conocido de dolor referido; la 25
sensación puede ocurrir en la parte torácica superior como una sensación restringida, o como un dolor en el hombro 
izquierdo, el brazo o incluso la mano.

La presente invención aborda un amplio abanico de afecciones que cursan con dolor, en particular afecciones que 
cursan con dolor crónico. Las afecciones preferidas incluyen dolor oncológico y no oncológico, dolor inflamatorio y 
dolor neuropático. Las fusiones de opioides de la presente invención son particularmente adecuadas para abordar el 30
dolor inflamatorio, aunque pueden ser menos adecuadas para abordar el dolor neuropático. Las fusiones de 
galanina son más adecuadas para abordar el dolor neuropático.

En uso, los polipéptidos de la presente invención se emplean generalmente en la forma de una composición 
farmacéutica en asociación con un vehículo, diluyente y/o excipiente farmacéutico, aunque la forma exacta de la 
composición puede adaptarse al modo de administración. La administración es preferiblemente a un mamífero, lo 35
más preferiblemente a un ser humano.

Los polipéptidos, por ejemplo, pueden emplearse en la forma de una solución estéril para administración intra-
articular o administración intra-craneal. Se prefiere la inyección raquídea (por ejemplo, epidural o intratecal).

Los intervalos de dosificación para la administración de polipéptidos de la presente invención son aquellos 
destinados a producir el efecto terapéutico deseado. Se apreciará que el intervalo de dosificación requerido depende 40
de la naturaleza precisa de los componentes, la vía de administración, la naturaleza de la formulación, la edad del 
paciente, la naturaleza, grado de severidad de la afección del paciente, contraindicaciones, si las hay y el juicio del 
médico.

Las dosificaciones diarias adecuadas se encuentran en el intervalo de 0,0001-1 mg/kg, preferiblemente 0,0001-0,5 
mg/kg, más preferiblemente 0,002-0,5 mg/kg y particularmente preferiblemente 0,004-0,5 mg/kg. La dosificación 45
unitaria puede variar de menos de 1 microgramo a 30 mg, aunque generalmente estará en la región de 0,01 a 1 mg 
por dosis, la cual puede administrarse diariamente o preferiblemente menos frecuentemente, tal como 
semanalmente o cada seis meses.

Un régimen de dosificación particularmente preferido se basa en 2,5 ng de proteína de fusión como la dosis 1X. En 
este sentido, las dosificaciones preferidas se encuentran en el intervalo de 1X-100X (es decir, 2,5-250 ng). Este 50
intervalo de dosificación es significativamente inferior (es decir, al menos 10 veces, generalmente 100 veces menor) 
que el que podría emplearse con otros tipos de moléculas analgésicas tales como AINE, morfina y gabapentina. 
Además, la diferencia antes mencionada se aumenta considerablemente cuando la misma comparación se hace en 
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una base molar, esto es debido a que las proteínas de fusión de la presente invención tienen un peso molecular Mw 
considerablemente mayor que los fármacos de molécula 'pequeña' convencionales.

Cabe esperar que amplias variaciones en la dosis requerida dependan de la naturaleza precisa de los componentes 
y de las diferentes eficacias de las diversas vías de administración.

Las variaciones en estos niveles de dosis pueden ajustarse utilizando rutinas empíricas estándar para la 5
optimización, como se conoce bien en la técnica.

Las composiciones adecuadas para inyección pueden estar en la forma de soluciones, suspensiones o emulsiones o 
polvos secos los cuales se disuelven o suspenden en un vehículo adecuado antes de usar.

Las formas farmacéuticas unitarias líquidas se preparan generalmente utilizando un vehículo estéril libre de 
pirógeno. Los principios activos, dependiendo del vehículo y concentración utilizados, pueden ser ya sea disueltos o 10
suspendidos en el vehículo.

En la preparación de soluciones administrables, los polipéptidos pueden disolverse en un vehículo, haciéndose la 
solución isotónica si es necesario por la adición de cloruro de sodio y esterilizándose por filtración a través de un 
filtro estéril utilizando técnicas asépticas antes de llenado en frascos o ampollas estériles adecuadas y sellando. En 
otra alternativa, si la estabilidad de la solución es adecuada, la solución en sus envases sellados puede esterilizarse 15
en autoclave.

Ventajosamente, los aditivos tales como agentes de regulación, solubilización, estabilización, conservantes o 
bactericidas, de suspensión o emulsión pueden disolverse en el vehículo.

Los polvos secos los cuales se disuelven o suspenden en un vehículo adecuado antes de su uso pueden prepararse 
llenando el fármaco pre-esterilizado y otros ingredientes en un envase estéril utilizando técnicas asépticas en un 20
área estéril.

Como alternativa, los polipéptidos y otros componentes pueden disolverse en un vehículo acuoso, la solución se 
esteriliza por filtración y se distribuye en envases adecuados utilizando técnicas asépticas en un área estéril. El 
producto se liofiliza a continuación y los envases se sellan asépticamente.

Las suspensiones parenterales, adecuadas para inyección intramuscular, subcutánea o intradérmica, se preparan en 25
sustancialmente la misma forma, excepto que los componentes estériles se suspenden en el vehículo estéril en 
lugar de ser disueltos y la esterilización no puede lograrse por filtración. Los componentes pueden aislarse en un 
estado estéril o en otra alternativa pueden esterilizarse después del aislamiento, por ejemplo, por irradiación gama.

Ventajosamente, una agente de suspensión, por ejemplo, polivinilpirrolidona se incluye en la o las composiciones 
para facilitar la distribución uniforme de los componentes.30

Sección de definiciones

La fracción de direccionamiento (TM) significa cualquier estructura química asociada con un agente que interactúa 
funcionalmente con un sitio de unión para provocar una asociación física entre el agente y la superficie de la célula 
diana. En el contexto de la presente invención, la célula diana es un aferente sensorial nociceptivo. El término TM
abarca cualquier molécula (es decir, una molécula de origen natural, o una variante química/físicamente modificada 35
de la misma) que es capaz de unirse a un sitio de unión en la célula diana, sitio de unión que es capaz de 
internalización (por ejemplo, formación de endosomas), también denominada como una endocitosis mediada por 
receptor. La TM puede poseer una función de translocación de membrana endosomal, en cuyo caso los 
componentes TM y domino de translocación individuales no necesitan estar presentes en un agente de la presente 
invención.40

La TM de la presente invención se une (preferiblemente se une específicamente) a un aferente sensorial nociceptivo 
(por ejemplo, un aferente nociceptivo primario). En este sentido, se une específicamente significa que la TM se une 
a un aferente sensorial nociceptivo (por ejemplo un aferente nociceptivo primario) con una mayor afinidad que lo que 
se une a otras neuronas, tales como aferentes no nociceptivos y/o a neuronas motoras (es decir, la diana natural de 
la neurotoxina clostridial holotoxina). La expresión “se une específicamente” también puede significar que una TM 45
determinada se une a un receptor determinado, por ejemplo, receptores de galanina, tales como los receptores 
GALR1, GALR2 y/o GALR3, con una afinidad de unión (Ka) de 106 M-1 o mayor, preferiblemente 106 M-1 o mayor, 
más preferiblemente 10

6
M

-1
o mayor y lo más preferiblemente, 10

6
M

-1
o mayor.

Para el propósito de esta invención, un agonista se define como una molécula que es capaz de estimular el proceso 
de fusión exocítico en una célula diana, proceso que es susceptible a la inhibición por una proteasa capaz de 50
escindir una proteína del aparato de fusión exocítica en dicha célula diana.

Por consiguiente, la definición de agonista particular de la presente invención excluiría muchas moléculas que 
podrían considerarse convencionalmente como agonistas.
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Por ejemplo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) es un agonista con respecto a su capacidad para promover la 
diferenciación neuronal mediante la unión a un receptor TrkA. Sin embargo, el NGF no es un agonista cuando se 
evalúa por el criterio anterior debido a que no es un inductor principal de la fusión exocítica. Además, el proceso que 
estimula el NGF (es decir, la diferenciación celular) no es susceptible a la inhibición por la actividad proteasa de una 
molécula de toxina no citotóxica.5

El término “fragmento”, cuando se utiliza en relación con una proteína, significa un péptido que tiene al menos treinta 
y cinco, preferiblemente al menos veinticinco, más preferiblemente al menos veinte y lo más preferiblemente al 
menos 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 o 5 restos de aminoácidos de la proteína en cuestión.

El término “variante”, cuando se utiliza en relación con una proteína, significa un péptido o fragmento de péptido de 
la proteína que contiene uno o más análogos de un aminoácido (por ejemplo, un aminoácido no natural), o un enlace 10
sustituido.

El término “derivado”, cuando se utiliza en relación con una proteína, significa una proteína que comprende la 
proteína en cuestión, y una secuencia de péptido adicional. La secuencia de péptido adicional preferiblemente no 
debe interferir con el plegamiento básico y de esta manera con la estructura conformacional de la proteína original. 
Dos o más péptidos (o fragmentos, o variantes) pueden unirse entre sí para formar un derivado. Como alternativa,15
un péptido (o fragmento, o variante) puede unirse a una molécula no relacionada (por ejemplo, un segundo péptido 
no relacionado). Los derivados pueden sintetizarse químicamente, aunque se prepararán generalmente por métodos 
de ácido nucleico recombinante. Los componentes adicionales tales como los componentes lípido y/o polisacárido 
y/o polipéptido pueden incluirse.

El término no citotóxico significa que la molécula de proteasa en cuestión no destruye las células diana a las cuales 20
se ha redirigido.

La proteasa de la presente invención abarca todas las proteasas no citotóxicas de origen natural que son capaces 
de escindir una o más proteínas del aparato de fusión exocítica en células eucarióticas.

La proteasa no citotóxica de la presente invención preferiblemente es una proteasa bacteriana. En una realización, 
la proteasa no citotóxica se selecciona del género Clostridium o Neisseria (por ejemplo, una cadena L clostridial o 25
una IgA proteasa neisserial, preferiblemente de N. gonorrhoeae). El término proteasa abarca fragmentos 
funcionalmente equivalentes y moléculas de la misma.

La presente invención también abarca proteasas no citotóxicas modificadas, que incluyen secuencias de 
aminoácidos que no existen en la naturaleza y/o restos de aminoácidos sintéticos, siempre y cuando las proteasas 
modificadas demuestren aún la actividad proteasa antes mencionada.30

La proteasa de la presente invención preferiblemente demuestra una actividad de serina o metaloproteasa (por 
ejemplo, actividad endopeptidasa). La proteasa preferiblemente es específica para una proteína SNARE (por 
ejemplo, SNAP-25, sinaptobrevina/VAMP o sintaxina).

Se hace mención particular a los dominios de proteasa de las neurotoxinas, por ejemplo los dominios de proteasa de 
neurotoxinas bacterianas. De esta manera, la presente invención abarca el uso de dominios de neurotoxina, la cual 35
se encuentra en la naturaleza, así como también versiones recombinantemente preparadas de las neurotoxinas de 
origen natural.

Ejemplos de neurotoxinas son las producidas por clostridia y el término neurotoxina clostridial abarca neurotoxinas 
producidas por C. tetani (TeNT) y por C. botulinum (BoNT) serotipos A-G, así como también las neurotoxinas de tipo 
BoNT estrechamente relacionadas producidas por C. baratii y C. butyricum. Las abreviaturas antes mencionadas se 40
utilizan a lo largo de la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, la nomenclatura BoNT/A indica la fuente de 
neurotoxina como BoNT (serotipo A). La nomenclatura correspondiente se aplica a otros serotipos BoNT.

El término fragmento de cadena L o LC significa un componente de la cadena L de una neurotoxina, cuyo fragmento 
demuestra una actividad de metaloproteasa y es capaz de escindir proteolíticamente una vesícula y/o membrana 
plasmática asociada con la proteína implicada en la exocitosis celular.45

Un dominio de translocación es una molécula que permite la translocación de una proteasa (o fragmento de la 
misma) a una célula diana de tal manera que se produce una expresión funcional de la actividad proteasa dentro del 
citosol de la célula diana. La posesión por cualquier molécula (por ejemplo, una proteína o péptido) de la función de 
translocación requerida de la presente invención puede confirmarse por medio de cualquiera de los diferentes
ensayos convencionales.50

Por ejemplo, Shone C. (1987) describe un ensayo in vitro que emplea liposomas, los cuales son expuestos a una 
molécula de ensayo. La presencia de la función de translocación requerida se confirma por la liberación de los 
liposomas de K+ y/o NAD marcado, lo cual puede controlarse fácilmente [véase Shone C. (1987) Eur. J. Biochem; 
vol. 167(1): pp. 175-180].
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Un ejemplo adicional lo proporciona Blaustein R. (1987), el cual describe un ensayo in vitro simple que emplea 
membranas de bicapa de fosfolípidos planas. Las membranas son expuestas a una molécula de ensayo y la función 
de translocación requerida se confirma por un incremento en la conductancia a través de dichas membranas [véase 
Blaustein (1987) FEBS Letts; vol. 226, no. 1: pp. 115-120].

Se proporciona metodología adicional para permitir la evaluación de la fusión de membrana y de esta manera la 5
identificación de los dominios de translocación adecuados para su uso en la presente invención en Methods in 
Enzymology Vol 220 y 221, Membrane Fusión Techniques, Partes A y B, Academic Press 1993.

El dominio de translocación preferiblemente es capaz de formar poros permeables a iones en membranas lipídicas 
en condiciones de pH bajo. Preferiblemente se han utilizado solo aquellas partes de la molécula de proteína capaces 
de formar poros dentro de la membrana del endosoma.10

El dominio de translocación puede obtenerse a partir de una fuente de proteína microbiana, en particular de una 
fuente de proteínas bacterianas o víricas. Por lo tanto, en una realización, el dominio de translocación es un dominio 
de translocación de una enzima, tal como una toxina bacteriana o una proteína vírica.

Está bien documentado que ciertos dominios de moléculas de toxina bacteriana son capaces de formar tales poros. 
También se sabe que ciertos dominios de translocación de proteínas de fusión de membrana viralmente expresadas 15
son capaces de formar tales poros. Tales dominios pueden emplearse en la presente invención.

El dominio de translocación puede ser de un origen clostridial, concretamente el domino HN (o un componente 
funcional del mismo). HN significa una porción o fragmento de la cadena H de una neurotoxina clostridial 
aproximadamente equivalente a la mitad amino-terminal de la cadena H o el dominio que corresponde a ese 
fragmento en la cadena H intacta. Se prefiere que la cadena H carezca sustancialmente de la función de unión 20
natural del componente Hc de la cadena H. En este sentido, la función Hc puede eliminarse por deleción de la 
secuencia de aminoácido Hc (ya sea a nivel de síntesis de ADN o en el nivel posterior a la síntesis por el tratamiento 
con nucleasa o proteasa). En otra alternativa, la función Hc puede inactivarse por tratamiento químico o biológico. De 
esta manera, la cadena H preferiblemente es incapaz de unirse al sitio de unión en una célula diana a la cual se une 
la neurotoxina clostridial nativa (es decir, holotoxina).25

En una realización, el dominio de translocación es un dominio HN (o un fragmento del mismo) de una neurotoxina 
clostridial. Los ejemplos de dominio de translocación clostridial adecuados incluyen:

Neurotoxina botulínica de tipo A - restos de aminoácidos (449-871) 

Neurotoxina botulínica de tipo B - restos de aminoácidos (441-858) 

Neurotoxina botulínica de tipo C - restos de aminoácidos (442-866) 30

Neurotoxina botulínica de tipo D - restos de aminoácidos (446-862) 

Neurotoxina botulínica de tipo E - restos de aminoácidos (423-845)

Neurotoxina botulínica de tipo F - restos de aminoácidos (440-864) 

Neurotoxina botulínica de tipo G - restos de aminoácidos (442-863) 

Neurotoxina tetánica - restos de aminoácidos (458-879)35

Para más detalles sobre la base genética de la producción de toxina en Clostridium botulinum y C. tetani, se hace 
referencia a Henderson et al (1997) en The Clostridia: Molecular Biology and Pathogenesis, Academic press.

El término HN abarca porciones de HN de la neurotoxina de origen natural y porciones de HN modificadas que tienen 
secuencias de aminoácidos que no existen en la naturaleza y/o restos de aminoácidos sintéticos, siempre y cuando 
las porciones HN modificadas aún demuestren la función de translocación antes mencionada.40

Como alternativa, el dominio de translocación puede ser de un origen no clostridial (véase Tabla 4). Los ejemplos de 
orígenes de dominio de translocación no clostridial incluyen, pero no se restringen a, el dominio de translocación de 
la toxina de la difteria [O’Keefe et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992) 89, 6202-6206; Silverman et al., J. Biol. 
Chem. (1993) 269, 22524-22532 y London, E. (1992) Biochem. Biophys. Acta., 1112, pp. 25-51], el dominio de 
translocación de la exotoxina de Pseudomonas de tipo A [Prior et al. Biochemistry (1992) 31, 3555-3559], los 45
dominios de translocación de la toxina del ántrax [Blanke et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93, 8437-8442], 
una variedad de péptidos fusogénicos o hidrófobos de la función de translocación [Plank et al. J. Biol. Chem. (1994) 
269, 12918-12924 y Wagner et al (1992) PNAS, 89, pp. 7934- 7938] y péptidos anfifílicos [Murata et al (1992) 
Biochem., 31, pp. 1986-1992]. El dominio de translocación puede reflejar el dominio de translocación presente en 
una proteína de origen natural, o puede incluir variaciones de aminoácidos siempre y cuando las variaciones no 50
destruyan la capacidad de translocación del dominio de translocación.
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Ejemplos particulares de dominios de translocación vírica adecuados para su uso en la presente invención incluye 
ciertos dominios de translocación de proteínas de fusión de membrana viralmente expresadas. Por ejemplo, Wagner
et al. (1992) y Murata et al. (1992) describen la función de translocación (es decir, la fusión a la membrana y la 
formación de la vesícula) de varios péptidos fusogénicos y anfifílicos derivados de la región N terminal de la 
hemaglutinina del virus de la gripe. Otras proteínas de fusión de membrana viralmente expresadas que se sabe que 5
tienen la actividad de translocación deseada son un dominio de translocación de un péptido fusogénico del virus del 
bosque de Semliki (SFV), un dominio de translocación de la glicoproteína G del virus de la estomatitis vesicular 
(VSV), un dominio de translocación de la proteína F del virus SER y un dominio de translocación de la glicoproteína 
de la envoltura del virus espumoso. Las proteínas Aspike viralmente codificadas tienen aplicación particular en el 
contexto de la presente invención, por ejemplo, la proteína E1 del SFV y la proteína del VSV.10

El uso de los dominios de translocación indicados en la Tabla (siguiente) incluye el uso de variantes de secuencia de
los mismos. Una variante puede comprender una o más sustituciones de ácidos nucleicos conservadoras y/o 
deleciones o inserciones de ácidos nucleicos, con la condición de que la variante posea la función de translocación 
requerida. Una variante también puede comprender una o más sustituciones de aminoácidos y/o deleciones o 
inserciones de aminoácidos, con la condición de que la variante posea la función de translocación requerida.15

Fuente del dominio de 
translocación

Restos de aminoácidos Referencias

Toxina de la difteria 194-380 Silverman et al., 1994, J. Biol. 
Chem. 269, 22524-22532 

London E., 1992, Biochem. Biophys. 
Acta., 1113, 25-51

Dominio II de la exotoxina de 
Pseudomonas

405-613 Prior et al., 1992, Biochemistry 31, 
3555-3559 

Kihara & Pastan, 1994, Bioconj 
Chem. 5, 532-538

Hemaglutinina del virus de la gripe GLFGAIAGFIENGWEG MIDGWYG, 
y sus variantes 

Plank et al., 1994, J. Biol. Chem. 
269, 12918-12924 

Wagner et al., 1992, PNAS, 89, 
7934-7938 

Murata et al., 1992, Biochemistry 31, 
1986-1992

Proteína fusogénica del virus del 
bosque Semlik

Dominio de translocación Kielian et al., 1996, J Cell Biol. 
134(4), 863-872

Glicoproteína G del virus de la
estomatitis vesicular

118-139 Yao et al., 2003, Virology 310(2), 
319-332

Proteína F del virus SER Dominio de translocación Seth et al., 2003, J Virol 77(11) 
6520-6527

Glicoproteína de la envoltura del 
virus espumoso

Dominio de translocación Picard-Maureau et al., 2003, J Virol. 
77(8), 4722-4730

A continuación se hace una breve descripción de las Figuras, que ilustra aspectos y/o realizaciones de la presente 
invención.

Figura 1 - Purificación de una proteína de fusión LC/A-espaciador-galanina-espaciador-HN/A

Utilizando la metodología señalada en el Ejemplo 3, se purificó una proteína de fusión LC/A-GS18-galanina-GS20-20
HN/A de células de E. coli BL21. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de la ruptura celular se 
aplicaron a una columna de captura por afinidad cargada con níquel. Las proteínas unidas se eluyeron con imidazol,
100 mM, se trataron con enteroquinasa para activar la proteína de fusión y se trataron con el factor Xa para eliminar 
la etiqueta de la proteína de unión a maltosa (MBP). La proteína de fusión activada se aplicó entonces a una 
segunda columna de captura de afinidad cargada con níquel. Las muestras del procedimiento de purificación se 25
evaluaron por SDS-PAGE 10 (Panel A) y transferencia Western (Panel B). El antisuero anti-galanina (obtenido de 
Abeam) y el antisuero anti-histag (obtenido de Qiagen) se utilizaron como el anticuerpo primario para la transferencia 
Western. El material purificado final en la ausencia y presencia del agente de reducción se identifica en los carriles 
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del Panel A marcados [-] y [+] respectivamente. Panel A, Carril 1 = Marcador de peso molecular; 2 = fracción soluble; 
3 = 1er producto de His; 4 =proteína purificada activada; 5 =segundo producto de His; 6 = proteína purificada final 5
µl; 7 = proteína purificada final 10 µl; 8 = proteína purificada final 20 µl; 9 = proteína purificada final 5 µl + DTT; 10
=proteína purificada final 10 µl + DTT. Panel B, Carril 1 = Marcador de peso molecular; 2 = fracción soluble; 3 = 1er

producto de His; 4 = proteína purificada activada; 5 = segundo producto de His; 6 = proteína purificada final 2 µl; 7 =5
proteína purificada final 5 µl; 8 = proteína purificada final 10 µl; 9 = proteína purificada final 2 µl + DTT; 10 = proteína
purificada final 5 µl + DTT.

Figura 2 - Purificación de una proteína de fusión LC/C-espaciador- galanina-espaciador-HN/C

Utilizando la metodología señalada en el Ejemplo 3, se purificó una proteína de fusión LC/C-galanina-HN/C de 
células E. coli BL21. Brevemente, los productos solubles obtenidos después de la rotura celular se aplicaron a una 10
columna de captura de afinidad cargada con níquel. Las proteínas de unión se eluyeron con imidazol 100 mM, se 
trataron con enteroquinasa para activar la proteína de fusión, después se volvieron a aplicar a una segunda columna 
de captura de afinidad cargada con níquel. Las muestras del procedimiento de purificación se evaluaron por SDS-
PAGE (Panel A) y transferencia Western (Panel B). Se utilizaron antisueros anti-galanina (obtenido de Abeam) y 
antisueros anti-histag (obtenido de Qiagen) como el anticuerpo primario para la transferencia Western. El material 15
purificado final en la ausencia y presencia del agente de reducción en el Panel A se identifica en los carriles
marcados [-] y [+] respectivamente. Panel A, Carril 1 = Marcador de peso molecular; 2 = fracción soluble; 3 = 
producto de la 1ª columna; 4 = proteína activada con enteroquinasa; 5 = producto final 0,1 mg/ml (5 µl); 6 = producto 
final 0,1 mg/ml + DTT (5 µl); 7 = producto final 0,1 mg/ml (10 µl); 8 = producto final 0,1 mg/ml + DTT (10 µl). Panel B, 
Carril 1 = Barrera imaginaria; 2 = fracción soluble; 3 = producto de la 1ª columna His-tag; 4 = fusión activada; 5 = 20
purificada a 0,1 mg/ml (5 µl); 6 = purificada a 0,1 mg/ml + DTT (5 µl); 7 purificada a 0,1 mg/ml + 100 mm DTT (10 µl); 
8= purificada a 0,1 mg/ml + 100 mm DTT (10 µl) + DTT.

Figura 3 - Comparación de la eficacia de la escisión de SNARE de una proteína de fusión 1LC-espaciador-
galanina-espaciador-HN y una proteína de fusión LC-HN-galanina

Paneles A y B: Se evaluó la capacidad de las fusiones de galanina para escindir SNAP-25 en células CHO GALR1 25
SNAP25. Se transfectaron células de ovario de hámster chino (CHO) de modo que expresen el receptor GALR1. 
Dichas células se transfectaron adicionalmente para expresar una proteína SNARE (SNAP-25). Las células 
transfectadas se expusieron a varias concentraciones de diferentes proteínas de fusión de galanina durante 24 
horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western y se probaron 
con anti-SNAP-25 para facilitar la evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 escindido se 30
calculó por análisis densitométrico. Está claro a partir de los datos que la fusión LC-espaciador-galanina-espaciador-
HN (Fusión 1) es más potente que la fusión de LC-HN-galanina y que la molécula de control LC/A-HN/A no ligada.

Figura 4 - Estudios de activación del receptor GALR1 en el ensayo de escisión CHO-GALCHO-GALR1 SNAP-
25 con proteínas de fusión de galanina de la presente invención que tienen estructuras principales de 
diferente serotipo35

Las células de ovario de hámster chino (CHO) se transfectaron de modo que expresasen el receptor GALR1 y 
SNAP-25. Dichas células se utilizaron para medir la supresión de AMPc que ocurre cuando el receptor se activa con 
un ligando de galanina, utilizando un kit de AMPc basado en FRET (kit LANCE de Perkin Elmer). Las células 
transfectadas se expusieron a concentraciones variables de proteínas de fusión de galanina (GA16) que tienen 
estructuras principales de diferente serotipo (es decir, serotipos A, B, C y D de neurotoxina botulínica) durante 2 40
horas. Los niveles de AMPc se detectaron a continuación por la adición de una mezcla de detección que contiene un 
trazador de AMPc marcado fluorescentemente (Europio-estreptavadina/biotina-AMPc) y un anticuerpo anti-AMPc
marcado fluorescentemente (Alexa) y se incubó a temperatura ambiente durante 24 horas. A continuación, las 
muestras se excitaron a 320 nM y se emitió luz medida a 665 nM para determinar los niveles de AMPc. Los datos 
demuestran que las proteínas de fusión de galanina de la presente invención tienen estructuras principales con 45
diferente serotipo activadas en el receptor GALR1.

Figura 5 - Escisión de la proteína SNARE por proteínas de fusión de galanina (GA16 y GA30) en el ensayo de 
escisión de CHO-GALR1 SNAP-25

Las células de ovario de hámster chino (CHO) se transfectaron de modo que expresasen el receptor GALR1. Dichas 
células fueron transfectadas adicionalmente para expresar una proteína SNARE (SNAP-25). Las células 50
transfectadas se expusieron a concentraciones variables de diferentes proteínas de fusión de galanina durante 24 
horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE, se sometieron a transferencia Western, y se probaron 
con anti-SNAP-25 para facilitar la evaluación de la escisión de SNAP-25. El porcentaje de SNAP-25 escindida se 
calculó por análisis densitométrico. Los datos demuestran que las proteínas de fusión de galanina que tienen los 
ligandos galanina-16 y galanina-30 escinden la proteína SNARE. Además, los datos confirman que las proteínas de 55
fusión de galanina que tienen espaciadores GS5, GS10 y GS18 entre el componente proteasa no citotóxico y el sitio 
de escisión de la proteasa son funcionales.
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Figura 6 - Resultados del ensayo de protección de la pata in vivo que emplea proteínas de fusión de galanina

El reflejo de flexión nociceptiva (también conocido como ensayo de la protección de la pata) es un movimiento de 
retirada rápida que constituye un mecanismo protector contra un posible daño de la extremidad. Se puede cuantificar 
mediante la evaluación de la respuesta de electromiografía (EMG) en ratas anestesiadas como resultado de una 
baja dosis de capsaicina, estimulación eléctrica o la respuesta eléctrica a capsaicina. Se realizó el pretratamiento 5
intraplantar (24 horas) de las proteínas de fusión de la presente invención en ratas Sprague-Dawley macho de 300-
380 g. La inducción de la protección de la pata se logró por capsaicina 0,006 %, 10 µl en PBS (DMSO 7,5 %), 
inyectado en 10 segundos. Esto produjo una respuesta refleja fuerte del músculo bíceps femoral. Una 
reducción/inhibición del reflejo de flexión nociceptiva indica que la sustancia de ensayo demuestra un efecto 
antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteínas de fusión de galanina de la 10
presente invención.

Figura 7 - Eficacia de la proteína de fusión de galanina en el ensayo de hiperalgesia térmica inducida por 
capsaicina

Se evaluó la capacidad de diferentes proteínas de fusión de galanina de la invención para inhibir la hiperalgesia 
térmica inducida por capsaicina. Se realizó el pretratamiento intraplantar con las proteínas de fusión en ratas 15
Sprague-Dawley y 24 horas después se inyectó capsaicina 0,3 % y las ratas se colocaron sobre placas de vidrio a 
25 °C (las ratas estaban alojadas en cajas acrílicas, sobre placas de vidrio a 25 °C). El haz de luz (densidad de luz 
ajustable) se enfocó sobre la pata trasera. Los sensores detectaron el movimiento de la pata y el cronómetro se 
detenía. La latencia de retirada de la pata es el momento en el que retira la pata de la fuente de calor (punto de corte 
en 20,48 segundos). Una reducción/inhibición de la latencia de retirada de la pata indica que la sustancia de ensayo20
demuestra un efecto antinociceptivo. N.º 1= LC_HN-GA16; N.º 2 = LC-HN-GA30; N.º 3 = LC-GS5-EN-CPGA16-GS20-
HN-HT; N.º 4 = LC-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN-HT; N.º 5 = BOTOX; N.º 6 = morfina. Los datos demostraron 
la mejora del efecto antinociceptivo de las proteínas de fusión de galanina de la presente invención comparado con 
las proteínas de fusión con un ligando en posición C terminal.

Figura 8 - Eficacia de la proteína de fusión de galanina en el ensayo de hiperalgesia térmica inducida por 25
capsaicina

Se evaluó la capacidad de las diferentes proteínas de fusión de galanina de la invención para inhibir la hiperalgesia 
térmica inducida por capsaicina. Se realizó el pretratamiento intraplantar con las proteínas de fusión en ratas 
Sprague-Dawley y 24 horas después se inyectó capsaicina 0,3 % y las ratas se colocaron sobre placas de vidrio a 
25 °C (las ratas estaban alojadas en cajas acrílicas, sobre placas de vidrio a 25 °C). El haz de luz (densidad de luz 30
ajustable) se enfocó sobre la pata trasera. Los sensores detectaron el movimiento de la pata y el cronómetro se 
detenía. La latencia de retirada de la pata es el momento en el que retira la pata de la fuente de calor (punto de corte 
en 20,48 segundos). Una reducción/inhibición de la latencia de retirada de la pata indica que la sustancia de ensayo 
demuestra un efecto antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteínas de fusión de 
galanina de la presente invención que tienen estructuras principales de diferente serotipo (es decir, A, B, C y D).35

Figura 9 - Activación de las proteínas de fusión de galanina con espaciadores simples y dobles

Las proteínas de fusión de galanina carecen de un primer espaciador (espaciador 1) de la presente invención 
localizado entre el componente proteasa no citotóxico y el componente fracción de direccionamiento mostraron 
deficiente activación con proteasa (Paneles A y B). El Panel C demuestra la activación mejorada de las proteínas de 
fusión de galanina de la presente invención que tienen ambos espaciadores el primer (espaciador 1) y el segundo 40
(espaciador 2). Paneles A y B: 1) Marcador de peso molecular; 2) Control inactivado; 3) Control inactivado + DTT; 4) 
Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,0 mM; 5) Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,0 mM + DTT; 6) 
Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,2 mM; 7) Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,2 mM + DTT; 8) 
Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,4 mM; 9) Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,4 mM + DTT; 10) 
Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,8 mM; 11) Proteína activada con proteasa + ZnCl2 0,8 mM + DTT. Panel C: 45
1) Marcador de masa molecular; 2) Control inactivado 25 °C; 3) Control inactivado 25 °C + DTT; 4) Proteína activada 
con proteasa 25 °C; 5) Proteína activada con proteasa 25 °C + DTT; 6) Marcador de peso molecular.

SEQ ID NOs

Cuando un resto de aminoácidos Met inicial o un codón inicial correspondiente se indican en cualquiera de las 
siguientes SEQ ID NOs, el resto/codón es opcional.50

SEQ ID NO 1 Secuencia de ADN de LC/A

SEQ ID NO 2 Secuencia de ADN de HN/A

SEQ ID NO 3 Secuencia de ADN de LC/B

SEQ ID NO 4 Secuencia de ADN de HN/B
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SEQ ID NO 5 Secuencia de ADN de LC/C

SEQ ID NO 6 Secuencia de ADN de HN/C

SEQ ID NO7 Secuencia proteica de galanina GA30

SEQ ID NO8 Secuencia proteica de galanina GA16

SEQ ID NO9 Secuencia de ADN de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A-HT

SEQ ID NO10 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A-HT

SEQ ID NO11 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A

SEQ ID NO12 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/A-HT

SEQ ID NO13 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS20- HN/A-HT

SEQ ID NO14 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HN/A-GS20

SEQ ID NO15 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-EN-CPGA30-GS20-HN/A-HT

SEQ ID NO16 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA30-GS20- HN/A-HT

SEQ ID NO17 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA30-GS20- HN/A

SEQ ID NO18 Secuencia de ADN de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/B(K191A)-HT

SEQ ID NO19 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/B(K191A)-HT

SEQ ID NO20 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/B(K191A)

SEQ ID NO21 Secuencia de ADN de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/B-HT

SEQ ID NO22 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/B-HT

SEQ ID NO23 Secuencia proteica de LC/B-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/B

SEQ ID NO24 Secuencia de ADN de LC/C-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/C-HT

SEQ ID NO25 Secuencia proteica de LC/C-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/C-HT

SEQ ID NO26 Secuencia proteica de LC/C-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/C

SEQ ID NO27 Secuencia de ADN de LC/D-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/D-HT

SEQ ID NO28 Secuencia proteica de LC/D-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/D-HT

SEQ ID NO29 Secuencia proteica de LC/D-GS5-EN-CPGA16-HN/D-GS20

SEQ ID NO30 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HX27-HN/A-HT

SEQ ID NO31 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HX27-HN/A-HT

SEQ ID NO32 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-HX27-HN/A-

SEQ ID NO33 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-HN/A-GS20-HT

SEQ ID NO34 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS20-HN/A

SEQ ID NO35 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS15-HN/A-HT

SEQ ID NO36 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS15-HN/A

SEQ ID NO37 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS10-HN/A-HT

SEQ ID NO38 Secuencia proteica de LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS10-HN/A

SEQ ID NO39 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-HX27-HN/A-HT

SEQ ID NO40 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-HX27-HN/A
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SEQ ID NO41 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS15-HN/A-HT

SEQ ID NO42 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS15

SEQ ID NO43 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS10-HT

SEQ ID NO44 Secuencia proteica de LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS10

SEQ ID NO45 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-HX27-HT

SEQ ID NO46 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-HX27

SEQ ID NO47 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS15-HN/A-HT

SEQ ID NO48 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS15-HN/A

SEQ ID NO49 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS10-HN/A-HT

SEQ ID NO50 Secuencia proteica de LC/A-GS10-EN-CPGA16-GS10-HN/A

SEQ ID NO51 Secuencia de ADN de la IgA proteasa

SEQ ID NO52 Secuencia de ADN de la fusión IgA-GS5-CPGA16-GS20-HN/A

SEQ ID NO53 Secuencia proteica de la fusión IgA-GS5-CPGA16-GS20-HN/A 

SEQ ID NO54 Secuencia de ADN del dominio de translocación DT 

SEQ ID NO55 Secuencia de ADN de LC/A-GS5-GA16-GS20-DT

SEQ ID NO56 Secuencia proteica de LC/A-GS5-GA16-GS20-DT

SEQ ID NO57 Secuencia de ADN de TeNT LC

SEQ ID NO58 Secuencia de ADN de TeNT LC-GS5--CPGA16-GS20-HN/A

SEQ ID NO59 Secuencia proteica de TeNT LC-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/A

Ejemplos

Ejemplo 1 - Construcción y activación de las proteínas de fusión de galanina

Preparación de los clones de la estructura principal de LC/A y HN/A

El siguiente procedimiento crea los fragmentos de LC y HN para su uso como la estructura principal del componente 5
para expresión de fusión de multidominio. Este ejemplo se basa en la preparación de un clon a base de serotipo A 
(SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2), aunque los procedimientos y métodos son igualmente aplicables a los otros 
serotipos (es decir, serotipos A, B, C, D y E) como se ilustra por la secuencia listada para el serotipo B (SEQ ID NO 
3 y SEQ ID NO 4) y el serotipo C (SEQ ID NO 5 y SEQ 25 ID NO 6)].

Preparación de los vectores de clonación y expresión10

pCR 4 (Invitrogen) es el vector de clonación estándar elegido, seleccionado debido a la carencia de secuencias de 
restricción dentro del vector y los sitios de cebador de secuenciación adyacentes que permiten una confirmación fácil 
de la construcción. El vector de expresión se basa en el vector de expresión pMAL (NEB), el cual tiene las 
secuencias de restricción deseadas dentro del sitio de clonación múltiple en la orientación correcta para inserción de 
la construcción (BamHI-SalI-PstI-HindIII). Un fragmento del vector de expresión se ha eliminado para crear un 15
plásmido no movilizable y se ha insertado una variedad de etiquetas de fusión diferentes para incrementar las 
opciones de purificación.

Preparación de inserto de proteasa (por ejemplo, LC/A)

El LC/A (SEQ ID NO 1) se crea mediante una de dos formas:

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de la secuencia de aminoácidos de LC/A [obtenida a 20
partir de fuentes de bases de datos de acceso libre tales como GenBank (número de acceso P10845) o 
Swissprot (locus de acceso BXAl_CLOBO) utilizando una variedad de herramientas de software de 
traducción inversa (por ejemplo, EditSeq que es la mejor traducción inversa de E. coli (DNASTAR Inc.), o la 
herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Las secuencias de reconocimiento de BamHI/SalI se 
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incorporan en los extremos 5' y 3' respectivamente de la secuencia, manteniendo el marco de lectura 
correcto. La secuencia de ADN se selecciona (utilizando un software tal como MapDraw, DNASTAR Inc.) 
para las secuencias de escisión por las enzimas de restricción incorporadas durante la traducción inversa. 
Cualquier secuencia de escisión que se encuentre que es común con las requeridas por el sistema de 
clonación se eliminan manualmente de la secuencia de codificación propuesta asegurando que se 5
mantenga el uso del codón de E. coli común. El uso del codón de E. coli se evalúa por referencia a los 
programas de software tal como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido de % de GC y 
la relación de uso de codón evaluada por referencia a tablas de uso de codón publicadas (por ejemplo, la 
Edición GenBank 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el 
marco de lectura abierta (ORF) de LC/A se sintetiza con métodos comercialmente disponibles (por ejemplo, 10
por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector de pCR 4.

El método alternativo es utilizar la amplificación por PCR a partir de una secuencia de ADN existente con secuencias 
de las enzimas de restricción BamHI and SalI incorporadas en los cebadores 5' y 3' de la PCR respectivamente. Los 
cebadores de oligonucleótido complementarios se sintetizan químicamente por un proveedor (por ejemplo, MWG o 
Sigma-Genosys), de modo que cada par tiene la capacidad de hibridar con las hebras opuestas (extremos 3' que 15
apuntan una “hacia” la otra) que flanquean el tramo de ADN diana de Clostridium, un oligonucleótido para cada una 
de las dos hebras de ADN. Para generar un producto de PCR el par de cebadores de oligonucleótido cortos 
específicos para la secuencia de ADN de Clostridium se mezcla con el molde de ADN de Clostridium y otros 
componentes de reacción y se colocan en el aparato (el 'aparato de PCR') que puede cambiar la temperatura de 
incubación del tubo de reacción automáticamente, en ciclos entre aproximadamente 94 °C (para la20
desnaturalización), 55 °C (para la hibridación de oligonucleótidos) y 72 °C (para la síntesis). Otros reactivos 
requeridos para la amplificación de un producto de PCR incluyen una ADN polimerasa (tal como la polimerasa Taq o 
Pfu), cada uno de los cuatro bloques estructurales dNTP del ADN en cantidades equimolares (50-200 pM) y un 
tampón apropiado para la enzima optimizada por concentración de Mg2+ (0,5-5 mM).

El producto de amplificación se clona en pCR 4 utilizando ya sea, clonación TOPO TA para productos de PCR Taq o 25
clonación Zero Blunt TOPO para productos de PCR Pfu (ambos kits comercialmente disponibles en Invitrogen). El 
clon resultante se verifica por secuenciación. Cualquier secuencia de restricción adicional que no sea compatible con 
el sistema de clonación se elimina utilizando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo, utilizando Quickchange 
(Stratagene Inc.)]. 

Preparación del inserto de translocación (por ejemplo, HN)30

El HN/A (SEQ ID NO 2) se crea mediante una de dos formas: 

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de la secuencia de aminoácidos de HN/A [obtenida a 
partir de las fuentes de bases de datos libremente disponibles tales como GenBank (número de acceso 
P10845) o Swissprot (locus de acceso BXAl_CLOBO)] utilizando una variedad de herramientas de software 
de traducción inversa [por ejemplo EditSeq que es la mejor traducción inversa de E. coli (DNASTAR Inc.), o 35
la herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon)]. Se añade una secuencia de restricción PstI al extremo N 
terminal y Xbal-codón de parada-Hindlll al extremo C terminal asegurando que se mantiene el marco de 
lectura correcto. La secuencia de ADN se selecciona (utilizando un software tal como MapDraw, DNASTAR 
Inc.) para las secuencias de escisión de la enzima de restricción incorporadas durante la traducción inversa. 
Cualquier secuencia que se encuentre que es común con aquellas requeridas para el sistema de clonación 40
se elimina manualmente de la secuencia de codificación propuesta asegurando que se mantiene el uso del 
codón E. coli común. El uso del codón de E. coli se evalúa por referencia mediante programas de software 
tal como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido en % de GC y la relación de uso de 
codón evaluada por referencia para tablas de uso de codón publicadas (por ejemplo, la Edición de 
GenBank 143, 13 septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada se sintetiza con métodos 45
comercialmente disponibles (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en 
el vector de pCR 4.

El método alternativo es utilizar la amplificación por PCR a partir de una secuencia de ADN existente con las 
secuencias de las enzimas de restricción PstI y Xbal-codón de parada-HindIII incorporadas en los cebadores de la 
PCR 5' y 3' respectivamente. La amplificación por PCR se realiza como se ha descrito anteriormente. El producto de 50
PCR se inserta en el vector pCR 4 y se verifica por secuenciación. Cualquier secuencia de restricción adicional que 
no sea compatible con el sistema de clonación se elimina utilizando mutagénesis dirigida al sitio [por ejemplo, 
utilizando Quickchange (Stratagene Inc.)].

Preparación de la fusión LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A

Para crear la construcción LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A, se sintetiza un enlazador de serotipo A con la 55
adición de un sitio de activación por enteroquinasa, dispuesto como BamHI-SalI-GS18-sitio de proteasa-GS20-PstI-
XbaI-codón de parada-HindlII. El vector pCR 4 que codifica el enlazador se escinde con enzimas de restricción 
BamHI + SalI. Este vector escindido sirve entonces como el recipiente para la inserción y ligación del ADN de LC/A 
(SEQ ID NO 1) que también se escinde con BamHI + SalI. Esta construcción se escinde a continuación con BamHI + 
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HindIII y se inserta en un vector de expresión tal como el plásmido pMAL (NEB) o el plásmido a base de pET 
(Novagen). El ADN del plásmido resultante se escinde a continuación con enzimas de restricción PstI + XbaI y el 
ADN de HN/A (SEQ ID NO 2) se escinde a continuación con enzimas de restricción PstI + Xbal y se insertan en el 
vector pMAL escindido de forma similar para crear pMAL-LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A-Xbal-His-tag-codón 
de parada-HindIII. La construcción final contiene el ORF del espaciador GS18-EN-CPGA16-GS20 ORF para la 5
expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 10.

Ensayo de activación

Se utilizaron geles Bis-Tris al 4-12 % NuPAGE (gel pre-vaciado en 10, 12 y 15 pocillos) para analizar la activación de 
las proteínas de fusión después de tratar con proteasa. Las muestras de proteínas se prepararon con tampón de 
muestra LDS 4X NuPAGE, generalmente a un volumen final de 100 µl. Las muestras fueron diluidas o se limpiaron 10
(75 µl de muestra, 25 µl del tampón de la muestra) dependiendo de la concentración de proteína. Las muestras se 
mezclaron y después se calentaron en el bloque térmico a 95 °C durante 5 minutos antes de cargar en el gel. Se 
cargaron 5-20 µl de la muestra junto con 5 µl del marcador de proteína (marcador de proteína Benchmark™ de 
Invitrogen). Los geles se desarrollaron generalmente durante 50 minutos a 200 V. El gel se sumergió en dH2O y se 
metió al microondas durante 2 minutos a la máxima potencia. El gel se enjuagó y se repitió la etapa de introducción 15
en el microondas. El gel se transfirió a una caja de tinción y se sumergió en Simply Blue SafeStain (Invitrogen). Se 
metió al microondas durante 1 minuto a la máxima potencia y se dejó que se tiñera durante 0,5-2 horas. El gel se 
destiño a continuación decantando el SafeStain y enjuagando el gel con dH2O, Los geles se dejaron en dH2O para 
desteñir durante la noche y se tomó una imagen en un registrador de imágenes GeneGnome (Syngene). La proteína
total activada se calculó al comparar la densidad de la banda que corresponde a la proteína de fusión de longitud 20
completa (después del tratamiento con proteasa) en condiciones no reducidas y reducidas.

Ejemplo 2 - Preparación de una familia de proteína de fusión LC/A-GS18-EN-CPGA16-GS20-HN/A con 
longitud de espaciador variable

Utilizando la misma estrategia que la empleada en el Ejemplo 1, se prepararon diversos enlazadores de ADN que 
codifican galanina 16 y un contenido de espaciador variable. Utilizando una de una variedad de herramientas de 25
software de traducción inversa [por ejemplo, EditSeq que es la mejor traducción inversa de E. coli (DNASTAR Inc.) o 
la herramienta Backtranslation v2 .0 (Entelechon)], se determina la secuencia de ADN que codifica la región 
Espaciador 1-sitio de proteasa--ligando-espaciador 2. Los sitios de restricción se incorporan a continuación en la 
secuencia de ADN y pueden disponerse como BamHI-SalI-espaciador 1-sitio de proteasa-CPGA16-NheI-espaciador 
2-SpeI-PstI-XbaI-codón de parada-HindIII. Es importante asegurarse que se mantiene el marco de lectura correcto 30
para el espaciador, GA16 y las secuencias de restricción y que la secuencia de Xbal no está precedida por las bases 
TC que podría resultar en la metilación de DAM. La secuencia de ADN se selecciona para la incorporación de la 
secuencia de restricción y cualquier secuencia adicional se elimina manualmente de la secuencia restante 
asegurándose que se mantiene el uso del codón de E. coli común. El uso del codón de E. coli se evalúa por 
referencia a los programas de software tales como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido de35
% de GC y la relación de uso de codón se evalúa por referencia a las tablas de uso de codón publicadas (por 
ejemplo, Edición de GenBank 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada se sintetiza con 
métodos comercialmente disponibles (por ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en 
el vector de pCR 4.

Los espaciadores-enlazadores que fueron creados incluían:40

Espaciador 1-sitio de proteasa-GA16-Espaciador 2 SEQ ID NO del enlazador

GS5-EN-CPGA16-GS20 12,13,14,18,19, 20, 21,22, 23,24,25,26,27, 28, 29

GS10-EN-CPGA16-GS20 33,34

GS5-EN-CPGA16-HX27 30,31,32

GS5-EN-CPGA16-GS15 35,36

GS5-EN-CPGA16-GS10 37,38

GS18-EN-CPGA16-HX27 39,40

GS18-EN-CPGA16-GS15 41,42

GS18-EN-CPGA16-GS10 43,44

GS10-EN-CPGA16-HX27 45,46

GS10-EN-CPGA16-GS15 47,48

GS10-EN-CPGA16-GS10 49,50

E13759562
05-07-2017ES 2 632 470 T3

 



29

A manera de ejemplo, para crear la construcción de fusión LC/A-GS5-EN-CPGA16-GS20-HN/A (SEQ ID NO 12), el 
vector pCR 4 que codifica BamHI-SalI-GS5-sitio de proteasa-GS20-PstI-XbaI-codón de parada-HindIII, el enlazador 
se escinde con enzimas de restricción BamHI + Sa/I. Este vector escindido sirve entonces como el vector recipiente 
para la inserción y ligación del ADN de LC/A (SEQ ID NO 1) que también se escinde con BamHI + Sa/I. El ADN de 
plásmido resultante se escinde a continuación con enzimas de restricción BamHI + HindIII y el fragmento LC/A 5
enlazador insertado en un vector similarmente escindido que contiene un sitio de clonación múltiple único para
BamHI, SalI, PstI y HindIII tal como el vector pMAL (NEB) o el vector pET (Novagen). El ADN de HN/A (SEQ ID NO 
2) se escinde a continuación con enzimas de restricción PstI + HindIII y se insertan en la construcción pMAL-LC/A-
enlazador que se escinde de manera similar. La construcción final contiene el ORF de LC/A-GS5-EN-CPGA16-
GS20-HN/A para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 13.10

Ejemplo 3 - Método de purificación para la proteína de fusión de galanina

Se descongelan los tubos falcón que contienen 25 ml de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM y aproximadamente 
10 g de pasta celular de E. coli BL21. Se hace que la pasta celular se descongele hasta 80 ml con HEPES 50 mM 
pH 7,2, NaCl 200 mM y se somete a sonicación en hielo 30 segundos encendido, 30 segundos apagado durante 10 
ciclos a una potencia de 22 micras asegurando que la muestra permanezca fría. Se centrifugan las células lisadas a 15
18 000 rpm, 4 °C durante 30 minutos. Se carga el sobrenadante en una columna de quelación cargada de NiSO4 0,1 
M (es suficiente 20-30 ml de la columna) equilibrada con HEPES 50 mM pH 7.2, NaCl 200 mM. Utilizando un 
gradiente escalonado de imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteína unida no específicamente y se eluye la proteína 
de fusión con imidazol 100 mM. Se dializa la proteína de fusión eluida contra 5 l de HEPES 50 mM pH 7.2, NaCl de 
200 mM a 4 °C durante la noche y se mide la DO de la proteína de fusión dializada. Se añade 1 µg de enteroquinasa 20
(1 mg/ml) por 100 µg de proteína de fusión purificada y 10 µl de factor Xa por mg de proteína de fusión purificada si 
la proteína de fusión contiene una proteína de unión a maltosa. Se incuba estáticamente a 25 °C durante la noche. 
Se carga en una columna de quelación cargada con NiSO4 0,1 M (es suficiente 20-30 ml de la columna) equilibrada 
con HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM. Se lava la columna a los valores basales con HEPES 50 mM pH 7,2, 
NaCl 200 mM. Utilizando un gradiente escalonado de imidazol 10 y 40 mM, se lava la proteína no unida 25
específicamente y se eluye la proteína de fusión con imidazol 100 mM. Se dializa la proteína de fusión eluida contra 
5 l de HEPES 50 mM pH 7,2, NaCl 200 mM a 4 °C durante la noche y se concentra la fusión hasta aproximadamente 
2 mg/ml, se toma una muestra alícuota y se congela a -20 °C.

Ejemplo 4 - Preparación de una proteína de fusión LC/C-GA16-HN/C con una secuencia de activación de 
serotipo A30

Siguiendo los métodos utilizados en los ejemplos 1 y 2, se crean el LC/C (SEQ ID NO 5) y HN/C (SEQ ID NO 6) y se 
insertan en el enlazador de serotipo A dispuesto como BamHI-SalI-espaciador 1-sitio de proteasa-GA16-NheI-
espaciador 2-SpeI-PstI-XbaI-codón de parada-HindIII. La construcción final contiene el ORF de LC-espaciador 1-
GA16-espaciador 2-HN para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 25.

Ejemplo 5 - Preparación de una proteína de fusión IgA proteasa-GA16-HN/A35

La secuencia de aminoácidos de la IgA proteasa se obtuvo a partir de fuentes de bases de datos libremente 
disponibles tales como GenBank (número de acceso P09790). La información relativa a la estructura del gen de la 
IgA proteasa de Gonorrhoeae se encuentra disponible en la bibliografía (Pohlner et al., Gene structure and 
extracellular secretion of Neisseria gonorrhoeae IgA protease, Nature, 1987, 325(6103), 458-62). Utilizando la 
herramienta Backtranslation v2.0 (Entelechon), se determinó la secuencia de ADN que codifica la IgA proteasa 40
modificada para la expresión de E. coli. Se incorporó una secuencia de reconocimiento BamHI en el extremo 5' y un 
codón que codifica un aminoácido cisteina y la secuencia de reconocimiento de Sa/I se incorporaron en el extremo 3' 
del ADN de IgA. La secuencia de ADN se seleccionó utilizando MapDraw, (DNASTAR Inc.) para las secuencias de 
escisión de la enzima de restricción incorporada durante la traducción inversa. Cualquier secuencia de escisión que 
se encuentra que no es común con aquellas requeridas para la clonación se eliminan manualmente de la secuencia 45
de codificación propuesta asegurando que se mantiene el uso del codón dé E. coli común. El uso del codón E. coli
se evaluó mediante el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido en % de GC y la relación de uso de 
codón se evaluó por referencia a las tablas de uso de codón publicadas. Esta secuencia de ADN optimizada (SEQ 
ID NO 51) que contiene el marco de lectura abierta (ORF) de IgA se sintetiza con métodos comercialmente 
disponibles.50

La IgA (SEQ ID NO 51) se insertó en el ORF de LC-GS5-CPGA16-GS20-HN utilizando las enzimas de restricción 
BamHI y SalI para remplazar el LC con el ADN la IgA proteasa. La construcción final contiene el ORF de IgA-GS5-
CPGA16-GS20-HN para la expresión como una proteína de la secuencia ilustrada en la SEQ ID NO 53.

Ejemplo 6 - Preparación de una proteína de fusión de endopeptidasa dirigida a galanina que contiene un 
dominio de LC derivado de la toxina tetánica55

La secuencia de ADN se diseña por traducción inversa de la secuencia de aminoácidos del LC de la toxina tetánica 
(obtenida a partir de fuentes de bases de datos libremente disponibles tales como GenBank (número de acceso 
X04436) utilizando una de una variedad de herramientas de software de traducción inversa [por ejemplo, EditSeq 
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que es el mejor para la traducción inversa de E coli (DNASTAR Inc.), o la herramienta Backtranslation v2.0 
(Entelechon)]. Las secuencias de reconocimiento de BamHI/SalI se incorporan en los extremos 5' y 3' 
respectivamente de la secuencia manteniendo el marco de lectura correcto (SEQ ID NO 57). La secuencia de ADN 
se selecciona (utilizando el software tal como MapDraw, DNASTAR Inc.) para secuencias de escisión por enzimas
de restricción incorporadas durante la traducción inversa. Cualquier secuencia de escisión que se encuentre que es 5
común con las requeridas por el sistema de clonación se eliminan manualmente de la secuencia de codificación 
propuesta asegurando que se mantiene el uso del codón de E. coli común. El uso de codón de E. coli se evalúa por 
referencia a los programas de software tales como el Graphical Codon Usage Analyser (Geneart) y el contenido en 
% de GC y la relación de uso de codón se evalúa por referencia a las tablas de uso de codón publicadas (por 
ejemplo, la Edición GenBank 143, 13 de septiembre de 2004). Esta secuencia de ADN optimizada que contiene el 10
marco de lectura abierta ORF) del LC de la toxina tetánica se sintetiza con métodos comercialmente disponibles (por 
ejemplo, por Entelechon, Geneart o Sigma-Genosys) y se proporciona en el vector pCR 4 (invitrogen). El vector pCR 
4 que codifica el LC de TeNT se escinde con BamHI y Sa/I. El fragmento de BamHI - Sa/I se inserta a continuación 
en el vector LC/A-GA16-HN/A que también se ha escindido por BamHI y SalI. La construcción final contiene las 
secuencias del ORF del TeNT LC-GS5-GA16-GS20-HN para la expresión como una proteína de la secuencia 15
ilustrada en la SEQ ID NO 58.

Ejemplo 7 - Construcción del ensayo de activación del receptor GALR1 y GALR2 en CHO-Kl y el ensayo de 
escisión de SNAP-25

Creación de la línea celular

Las células CHO-K1 que expresan establemente ya sea el receptor de galanina 1 humano (CHO-K1-Gal-1R; número 20
de producto ES-510-C) o el receptor de galanina 2 humano (CHO-K1-Gal-2R; número de producto ES-511-C) se 
adquirieron en Perkin-Elmer (Bucks, RU). Cuando se requirió, las células se transfectaron con ADN de SNAP-25 
utilizando Lipofectamine™ 2000 y se incubaron durante 4 horas antes de la sustitución de los medios. Después de
24 horas, las células se transfirieron a un matraz T175. Se añadió zeocina 100 μg/ml después de 24 horas más para 
comenzar la selección de las células que expresan SNAP-25 y se añadieron 5 μg/ml de blasticidina para mantener la 25
presión selectiva para el receptor. Las células se mantuvieron en los medios que contienen agentes de selección 
durante dos semanas, pasando las células cada dos o tres días para mantener 30-70 % de la confluencia. Las 
células se diluyeron a continuación en un medio selectivo para conseguir 0,5 células por pocillo en una microplaca 
de 96 pocillos. Después de unos cuantos días, las placas se examinaron en el microscopio y se marcaron aquellas 
que contenían colonias separadas. Los medios de estos pocillos se cambiaron semanalmente. Cuando las células 30
se volvieron confluentes en los pocillos, se transfirieron a matraces T25. Cuando cada clon se había expandido lo 
suficiente, se sembraron en 24 pocillos de una placa de 96 pocillos, más un vial de reserva que se creó. Las 
proteínas de fusión de galanina de la invención y LC/A-HNA se aplicaron a las células durante 24 horas y después se 
realizaron las transferencias western para detectar la escisión de SNAP-25. Los clones con bandas de SNAP-25 
fuertemente marcadas y niveles de escisión altos con la fusión se mantuvieron para una investigación más detallada. 35
Las curvas de dosis completa se desarrollaron en estos y se seleccionó el clon con la mayor diferencia entre la 
proteína de fusión de galanina y los niveles de escisión de LC/A-HNA.

Ensayo de activación del receptor GALR1

El ensayo de activación del receptor GALR1 mide la potencia y la eficacia intrínseca de los ligandos en el receptor 
GALR1 en las células CHO-K1 transfectadas al cuantificar la reducción del AMPc intracelular estimulada por 40
forscolina utilizando AMPc basado en FRET (Kit LANCE cAMP de Perkin Elmer). Después de la estimulación, se 
añaden un trazador de AMPc marcado fluorescentemente (Europio-streptavadina/biotina-AMPc) y anticuerpo anti-
AMPc marcado fluorescentemente (Alexa) a las células en un tampón de lisis. El AMPc de las células compite con el 
trazador de AMPc por los sitios de unión del anticuerpo. Cuando se lee, un pulso de luz a 320 nm excita la porción 
fluorescente (europio) del trazador de AMPc. La energía emitida por el europio se transfiere a los anticuerpos 45
marcados con flúor Alexa unidos al trazador, lo que genera una señal TR-FRET a 665 nm (la transferencia de 
energía de resonancia de fluorescencia resuelta con el tiempo se basa en la proximidad del nivel del donante, 
europio y el nivel del aceptor, el flúor de Alexa, el cual se ha añadido a la reacción de unión específica). La energía 
residual del europio produce luz a 615 nm. En células tratadas con agonistas habrá menos AMPc para competir con 
el trazador de modo que se observará un aumento dependiente de la dosis en la señal en 665 nm comparado con 50
las muestras tratadas con forscolina sola. La señal a 665 nm se convierte en una concentración de AMPc por 
interpolación a una curva estándar de AMPc la cual se incluye en cada experimento.

Utilizando pipetas Gilson y las puntas de unión Sigmacoted o lo, se diluyeron los materiales de ensayo y estándar en 
las concentraciones apropiadas en los pocillos de las primeras dos columnas de una placa de unión Io de pocillo
profundo de 500 µl eppendorf, en tampón de ensayo que contiene forskolina 10 µM. Las concentraciones elegidas 55
en las columnas 1 y 2 fueron la mitad de una unidad log separada. A partir de esto, se prepararon diluciones 
seriadas 1:10 en la placa (utilizando una pipeta electrónica de ocho canales con puntas de unión de sigmacote o lo) 
hasta que se obtuvieron concentraciones uniformes en la mitad del intervalo log. En la columna doce, el tampón de 
ensayo solamente se añadió como un 'basal'. Utilizando una pipeta digital de 12 canales, se transfirieron 10µl de la 
muestra de la placa de unión lo a la microplaca de 96 pocillos optiplate.60
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A pocillos que contienen la curva estándar, se añadieron 10 µl del tampón de ensayo utilizando una pipeta digital 
multicanal. A los pocillos que contienen los materiales de ensayo, se les añadió 10 µl de células en el tampón de 
ensayo en la concentración apropiada. Las placas se sellaron y se incubaron durante 120 minutos a temperatura 
ambiente, durante la primera hora en un agitador orbital IKA MTS 2/4 ajustado a máxima velocidad.

La estreptavidina marcada con LANCE Eu-W8044 (Eu-SA) y Biotin-AMPc (b-AMPc) se diluyeron en un tampón de 5
detección de AMPc (ambos del kit de AMPc Perkin Elmer LANCE) para crear sub-soluciones de reserva, en 
relaciones de dilución de 1:17 y 1:5, respectivamente. La mezcla de detección final se preparó diluyendo los dos las 
dos sub-soluciones de reserva en tampón de detección en una relación de 1:125. La mezcla se incubó durante 15-
30 minutos a temperatura ambiente antes de la adición de 1:200 del anticuerpo Alexa Fluor® 647-anti AMPc (Ab 
Alexa-Fluor). Después de mezclar brevemente en vórtice, se añadió inmediatamente 20 μl a cada pocillo utilizando 10
una pipeta multicanal digital. Los selladores de microplaca se aplicaron y las placas se incubaron durante 24 h a 
temperatura ambiente (durante la primera hora en un agitador orbital IKA MTS 2/4 ajustado a máxima velocidad).
Los selladores de placa se eliminaron antes de la lectura en el Envision.

Ensayo de activación del receptor GALR2

El ensayo de activación del receptor GALR2 mide la potencia y eficacia intrínseca de los ligandos en el receptor 15
GALR2 en células CHO-K1 transfectadas al medir la movilización del calcio que ocurre cuando el receptor se activa. 
Las células transfectadas se pre-cargan con un tinte sensible al calcio (FLIPR) antes del tratamiento. Cuando se lee 
utilizando el lector de microplaca Flexstation 3 (Molecular devices) un pulso de luz a 485 nm excita el tinte 
fluorescente y provoca una emisión a 525 nm. Esto proporciona datos de fluorescencia en tiempo real de cambios 
en el calcio intracelular. En células tratadas con agonista habrá una activación en el receptor, conduciendo a un 20
incremento en la movilización del calcio. Esto se medirá como un incremento en las unidades de fluorescencia 
relativa (RFU) a 525 nM.

Cultivo de células para el ensayo de activación del receptor:

Las células se sembraron y cultivaron en matraces T175 que contienen Ham F12 con Glutamax, suero bovino fetal 
10 %, blasticidina 5 µg ml-1 y zeocina 100 µg ml-1. Los matraces se incubaron a 37 °C en un ambiente humidificado 25
que contiene CO2 al 5 % hasta una confluencia de 60-80 %. En el día de la cosecha el medio se eliminó y las células 
se lavaron dos veces con 25 ml de PBS. Las células se eliminaron del matraz por adición de 10 ml de Tryple
Express y la incubación a 37 °C durante 10 minutos seguido por golpecitos suaves del frasco. Las células 
desprendidas se transfirieron a un tubo de centrifugar de 50 ml y el matraz se lavó dos veces con un medio de 10 ml
el cual se añadió a la suspensión celular. El tubo se centrifugó a 1300 x g durante 3 minutos y se extrajo el 30
sobrenadante. Las células se resuspendieron suavemente en un medio de 10 ml (si se congelan las células) o un 
tampón de ensayo (si se utilizan las células 'recién preparadas' en el ensayo) y se extrajo una muestra para el 
recuento utilizando un nucleocontador (ChemoMetec). Las células a utilizar 'recién preparadas' en un ensayo se 
diluyeron además en el tampón de ensayo a la concentración apropiada. Las células cosechadas para la 
congelación se centrifugaron de nuevo (1300 x g; 3 minutos), el sobrenadante se eliminó y las células se 35
resuspendieron en Synth-a-freeze a 4 °C a 3x 106 células/ml. Los crioviales que contienen 1 ml de suspensión cada 
uno se colocaron en un recipiente de congelación Nalgene Mr Frosty (tasa de enfriamiento-1 °C/minuto) y se dejaron 
durante la noche en un enfriador a -80 °C. Al día siguiente, los viales se transfirieron a la fase de vapor de un tanque 
de almacenamiento de nitrógeno líquido.

La Figura 4 demuestra que las proteínas de fusión de galanina de la presente invención que tienen diferentes 40
ligandos de galanina (es decir, galanina-16 y galanina-30) y estructuras principales de diferente serotipo (es decir,
LC/A-HN/A, LC/B-HN/B, LC/C-HN/C y LC/D-HN/D) activan los receptores GALR1. 

Ensayo de escisión GALR1 SNAP-25 en CHO-K1

Los cultivos de células se expusieron a concentraciones variables de proteínas de fusión de galanina durante 24 
horas. Las proteínas celulares se separaron por SDS-PAGE y se sometieron a transferencia Western con un 45
anticuerpo anti-SNAP-25 para facilitar la evaluación de la escisión de SNAP-25. La escisión de SNAP-25 se calcula 
por análisis densitométrico (Syngene).

Sembrado de células

Se preparan células a 2x10
5

células/ml y se siembran 125 µl por pocillo en una placa de 96 pocillos. Se utiliza el 
siguiente medio: Gibco Ham F12 500 ml con Glutamax (código de producto 31765068), FBS 50 ml, blasticidina 550
µg/ml (alícuota de 250 µl de la caja en el congelador, G13) (Calbiochem N.º 203351, 10 ml a 10 mg/ml), zeocina 100 
µg/ml (500 µl de la caja del congelador, G35). (Invitrogen de Fisher, 1 g en 8x tubos de 1,25 ml a 100 mg/ml, código 
de producto VXR25001). Las células se dejan crecer durante 24 h (37 °C, CO2 al 5 %, atmósfera humidificada).

Tratamiento de las células

Se preparan diluciones de la proteína de ensayo para un intervalo de dosis de cada una de las proteínas de ensayo 55
(constituida por el doble (2x) de las concentraciones finales deseadas debido a que se aplicará 125 µl directamente 
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en 125 µl del medio que ya está en cada pocillo). El medio de alimentación de GALR1 en CHO se esteriliza por filtro
(jeringa de 20 ml, filtro de jeringa de 0,2 µm) para preparar las diluciones. Añadir el medio filtrado en 5 bijoux 
etiquetados (tubos de 7 ml), 0,9 ml cada uno, utilizando una pipeta Gilson o multi-graduador. Se diluye la proteína de 
ensayo de reserva en 2000 nM (solución madre de trabajo 1) y 600 nM (solución madre de trabajo 2). Utilizando una 
pipeta Gilson se preparan soluciones seriales de 10 veces de cada solución madre de trabajo, añadiendo 100 µl a la 5
siguiente concentración en las series. Se pipetea arriba y abajo para mezclar completamente. Se repite para obtener 
4 diluciones seriadas para la solución 1 y 3 diluciones seriadas para la solución 2. También se debe preparar un 
control 0 nM (solo el medio de alimentación filtrado) como un control negativo para cada placa. Se repite lo anterior 
para cada proteína de ensayo. En cada experimento un lote 'estándar' del material debe incluirse como material de 
control/referencia, es decir LC/A-HN/A sin ligar.10

Aplicar la muestra diluida a las placas de CHO GALR1

Aplicar 125 µl de la muestra de ensayo (concentración doble) por pocillo. Cada muestra de ensayo debe aplicarse en 
pocillos por triplicado y cada intervalo de dosis debe incluir un control 0 nM. Se incuba durante 24 h (37 °C, CO2 al 5
%, atmósfera humidificada).

Lisis celular15

Se prepara tampón de lisis fresco (20 ml por placa) con tampón de muestra NuPAGE LDS (4x) al 25 %, dH2O al 65
% y DTT 1 M al 10 %. Se elimina el medio de la placa GALR1 en CHO invirtiendo sobre un receptáculo de residuos. 
Se drena el medio 5 restante de cada pocillo utilizando una pipeta de punta fina. Las células se lisan añadiendo 125 
µl de tampón de lisis por pocillo utilizando una pipeta multi-graduada. Después de un mínimo de 20 minutos, se 
elimina el tampón de cada pocillo y se añade a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. Los tubos deben numerarse 20
para permitir el seguimiento de los tratamientos de CHO GALR1 a través del procedimiento de transferencia. A1-A3 
hasta H1-H3 numerados 1-24, A4-A6 hasta H4-H6 numerados 25-48, A7-A9 hasta H7-H93 numerados 49-72, A10-
A12 hasta H10-H12 numerados 73-96. Se agita con vórtice cada muestra y se calienta a 90 °C durante 5-10 minutos 
en un bloque térmico precalentado. Se almacena a -20 °C o se usa en el mismo día en un gel de SDS.

Electroforesis de gel25

Si la muestra ya se ha dejado en reposo durante la noche o durante más tiempo, se coloca en un bloque térmico 
precalentado a 90 °C durante 5-10 minutos. Se colocan los geles SDS page, se utiliza 1 gel por 12 muestras, se 
prepara el tampón de desarrollo (1x, Invitrogen NuPAGE MOPS SDS Running Buffer (20x) (NP0001)) ≈ 800 ml/gel 
por tanque. Se añaden 500 µl de antioxidante NuPAGE a la cámara del tampón superior. Se cargan muestras de 15 
µl en carriles de gel de izquierda a derecha y se cargan 2,5 µl de Invitrogen Magic Marker XP y 5 µl de Invitrogen 30
See Blue Plus 2 estándar pre-teñido y 15 μl de control no-pretratado. Es importante maximizar la resolución de la 
separación durante el procedimiento de SDS_PAGE. Esto puede lograrse desarrollando geles bis-tris 12 % a 200 V 
durante 1 hora y 25 minutos (hasta que el marcador rosa (17 kDa) alcanza el fondo del tanque).

Transferencia western

Se realiza una transferencia semi-seca: utilizando un Invitrogen iBlot (se utiliza iBlot Programme 3 durante 6 35
minutos). Se ponen las membranas de nitrocelulosa en bandejas pequeñas individuales. Se incuban las membranas 
con una solución de tampón de bloqueo (5 g de leche en polvo Marvel por 100 ml de PBS 0,1 %/Tween) a 
temperatura ambiente, en un agitador, durante 1 hora. Se aplica el anticuerpo primario (dilución anti-SNAP-25 
1:1000) y se incuban las membranas con anticuerpo primario (diluido en el tampón de bloqueo) durante 1 hora en un 
agitador a temperatura ambiente. Se lavan las membranas enjuagando 3 veces con PBS/Tween (0,1 %). Después 40
se aplica el anticuerpo secundario (anti-conejo conjugado con HRP diluido 1:1000) y se incuban las membranas con 
anticuerpo secundario (diluido con el tampón de bloqueo) a temperatura ambiente, en un agitador, durante 1 hora. 
Se lavan las membranas enjuagando 3 veces con PBS/Tween (0,1 %), dejando la membrana un mínimo de 20 
minutos para el último lavado. Se detecta el anticuerpo de unión utilizando Syngene: se drenan de las transferencias 
los reactivos PBS/Tween, mezcla de reactivos WestDura 1:1 y se añade a las transferencias durante 5 minutos. Hay 45
que asegurarse de añadir suficiente solución a las membranas para cubrirlas completamente. Se coloca la 
membrana en la bandeja Syngene, se ajusta el software de Syngene para 5 minutos de tiempo de exposición.

Las Figuras 3 y 5 demuestran que las proteínas de fusión de galanina de la invención escinden efectivamente 
SNAP-25.

Ejemplo 8 - Evaluación de la eficacia in vivo de una fusión de galanina50

El reflejo de flexión nociceptiva (también conocido como ensayo de la protección de la pata) es un movimiento de 
retirada rápida que constituye un mecanismo protector contra un posible daño de la extremidad. Se puede cuantificar 
mediante la evaluación de la respuesta de electromiografía (EMG) en ratas anestesiadas como resultado de una 
baja dosis de capsaicina, estimulación eléctrica o la respuesta eléctrica a capsaicina. Se realizó un pretratamiento 
intraplantar (24 horas) de las proteínas de fusión de la presente invención en ratas Sprague-Dawley macho de 300-55
380 g. La inducción de la protección de la pata se logró por capsaicina 0,006 %, 10 µl en PBS (DMSO 7,5 %), 
inyectado en 10 segundos. Esto produjo una respuesta refleja fuerte del músculo bíceps femoral. Una 
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reducción/inhibición del reflejo de flexión nociceptiva indica que la sustancia de ensayo demuestra un efecto
antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteínas de fusión de galanina de la 
presente invención como un porcentaje (Figura 6).

Se evaluó la capacidad de las diferentes proteínas de fusión de galanina de la invención para inhibir la hiperalgesia 
térmica inducida por capsaicina (Figuras 7 y 8). Se realizó el pretratamiento intraplantar con las proteínas de fusión 5
en ratas Sprague-Dawley y 24 horas después se inyectó capsaicina 0,3 % y las ratas se colocaron sobre placas de 
vidrio a 25 °C (las ratas estaban alojadas en cajas acrílicas, sobre placas de vidrio a 25 °C). El haz de luz (densidad 
de luz ajustable) se enfocó sobre la pata trasera. Los sensores detectaron el movimiento de la pata y el cronómetro 
se detenía. La latencia de retirada de la pata es el momento en el que retira la pata de la fuente de calor (punto de 
corte en 20,48 segundos). Una reducción/inhibición de la latencia de retirada de la pata indica que la sustancia de 10
ensayo demuestra un efecto antinociceptivo. Los datos demostraron el efecto antinociceptivo de las proteínas de 
fusión de galanina de la presente invención en comparación con las proteínas de fusión que tienen un ligando en el 
extremo C terminal.

Ejemplo 9 - Confirmación de la actividad agonista de TM midiendo la liberación de sustancia P de cultivos 
celulares neuronales15

Materiales

El EIA de la sustancia P se obtiene de R&D Systems, Reino Unido.

Métodos

Se establecen cultivos neuronales primarios de eDRG como se ha descrito previamente (Duggan et at., 2002). La 
sustancia P liberada de los cultivos se evalúa por EIA, esencialmente como se ha descrito previamente (Duggan et 20
at., 2002). La TM de interés se añade a los cultivos neuronales (establecidos durante al menos 2 semanas antes del 
tratamiento); los cultivos de control se realizan en paralelo mediante la adición del vehículo en lugar de TM. El 
estímulo (KCl 100 mM) y la liberación basal, junto con el contenido de lisado de células totales, de la sustancia P se 
obtienen para los cultivos de control y tratados con TM. La inmunorreactividad de la sustancia P se mide utilizando 
los kits Substance P Enzyme Immunoassay Kits (Cayman Chemical Company, EE.UU. o R&D Systems, Reino 25
Unido) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La cantidad de sustancia P liberada por las células neuronales en la presencia de TM de interés se compara con la 
liberación obtenida en la presencia y ausencia de KCl 100 mM. La estimulación de la liberación de la sustancia P por 
la TM de interés por encima de la liberación basal, establece que la TM de interés es un “ligando agonista” como se 
define en esta memoria descriptiva. Si desea la estimulación de la sustancia P liberada por la TM de interés, puede 30
compararse con una curva de liberación de la sustancia P estándar producida utilizando el ligando del receptor ORL-
1 natural, nociceptina (Tocris).

Ejemplo 10

Un método para tratar, prevenir o aliviar el dolor en un sujeto, comprende administrar a dicho paciente una cantidad 
terapéuticamente efectiva de la proteína de fusión, en el que el dolor se selecciona del grupo que consiste en: dolor 35
crónico causado por una neoplasia maligna, dolor crónico no causado por una neoplasia maligna (neuropatía 
periférica).

Paciente A

Una mujer de 73 años que sufre dolor intenso provocado por neuralgia postherpética se trata con una inyección 
periférica con proteína de fusión para reducir la liberación del neurotransmisor en la sinapsis de las terminales 40
nerviosas para reducir el dolor. La paciente experimenta buen efecto analgésico 2 horas después de la inyección.

Paciente B

Un hombre de 32 años que sufre dolor de miembro fantasma después de la amputación de su brazo izquierdo como 
consecuencia de un accidente de coche se trató con una inyección periférica con proteína de fusión para reducir el 
dolor. El paciente experimentó buen efecto analgésico 1 hora después de la inyección. 45

Paciente C

Un hombre de 55 años que sufre neuropatía diabética se trata con una inyección periférica con proteína de fusión 
para reducir la liberación de neurotransmisor en la sinapsis de las terminales nerviosas para reducir el dolor. El 
paciente experimenta buen efecto analgésico 4 horas después de la inyección.

Paciente D50

Una mujer de 63 años que sufre dolor oncológico se trata con una inyección periférica con proteína de fusión para 
reducir la liberación de neurotransmisor en la sinapsis de las terminales nerviosas para reducir el dolor. La paciente 
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experimenta buen efecto analgésico 4 horas después de la inyección.

Listado de secuencias

<110> Peter James Keith Foster John Chaddock Kei Roger Aoki Lance Steward Joseph Francis Syntaxin Limited 
Allergan, Inc.5

<120> Proteínas de fusión

<130> P37541WO-MRM
10

<160> 59

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 115
<211> 1302
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia sintética

<400> 1

25

<210> 2
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<211> 1257
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Sintética

<400> 2

10
<210> 3
<211> 1323
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Sintética

<400> 3

20
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<210> 4
<211> 1260
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

10
<400> 4
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<210> 5
<211> 1329
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

10
<400> 5
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<210> 6
<211> 1263
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintética

10
<400> 6

<210> 7
<211> 3015
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética

<400> 75

<210> 8
<211> 16
<212> PRT10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

15
<400> 8

<210> 9
<211> 278120
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética25

<400> 9
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<210> 10
<211> 923
<212> PRT5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
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<400> 10
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<210> 11
<211> 912
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 11
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<210> 12
<211> 2745
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 12
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<210> 13
<211> 910
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 13
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<210> 14
<211> 899
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 14
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<210> 15
<211> 2787
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 15
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<210> 16
<211> 924
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 16

E13759562
05-07-2017ES 2 632 470 T3

 



58

E13759562
05-07-2017ES 2 632 470 T3

 



59

E13759562
05-07-2017ES 2 632 470 T3

 



60

E13759562
05-07-2017ES 2 632 470 T3

 



61

<210> 17
<211> 913
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 17
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<210> 18
<211> 2769
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 18
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<210> 19
<211> 918
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 19
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<210> 20
<211> 908
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 20
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<210> 21
<211> 2769
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 21
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<210> 22
<211> 918
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 22
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<210> 23
<211> 907
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 23
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<210> 24
<211> 2778
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 24
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<210> 25
<211> 921
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 25
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<210> 26
<211> 910
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 26
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<210> 27
<211> 2769
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 27
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<210> 28
<211> 918
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 28
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<210> 29
<211> 907
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial
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<210> 30
<211> 2766
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<210> 31
<211> 917
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<210> 32
<211> 906
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
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<210> 33
<211> 915
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<210> 34
<211> 904
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética
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<400> 34

ES 2 632 470 T3

 



115

ES 2 632 470 T3

 



116

ES 2 632 470 T3

 



117

ES 2 632 470 T3

 



118

<210> 35
<211> 905
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética

10
<400> 35
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<210> 36
<211> 894
<212> PRT5
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REIVINDICACIONES
1. Una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla, que comprende:

a. una proteasa no citotóxica, proteasa que escinde una proteína del aparato de fusión exocítica de un 
aferente sensorial nociceptivo;

b. una fracción de direccionamiento de galanina que se une a un sitio de unión en el aferente sensorial 5
nociceptivo, donde el sitio de unión sufre una endocitosis para ser incorporado en un endosoma dentro del 
aferente sensorial nociceptivo;

c. un sitio de escisión de la proteasa en cuyo sitio la proteína de fusión se puede escindir por una proteasa, 
en el que el sitio de escisión de la proteasa está localizado entre la proteasa no citotóxica y la fracción de 
direccionamiento de galanina y en el que la fracción de direccionamiento y el sitio de escisión de la 10
proteasa están separados por cero aminoácidos;

d. un domino de translocación que transloca la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de la 
membrana endosomal y hasta el citosol del aferente sensorial nociceptivo, en el que la fracción de 
direccionamiento está localizada entre el sitio de escisión de la proteasa y el dominio de translocación;

e. un primer espaciador localizado entre la proteasa no citotóxica y el sitio de escisión de la proteasa, en el 15
que dicho primer espaciador comprende una secuencia de aminoácidos de 4 a 25 restos de aminoácidos;

f. un segundo espaciador localizado entre la fracción de direccionamiento de galanina y el dominio de 
translocación, en el que dicho segundo espaciador comprende una secuencia de 4 a 35 restos de 
aminoácidos.

2. La proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el primer espaciador comprende una secuencia 20
de aminoácidos de 6 a 16 restos de aminoácidos.

3. La proteína de fusión de acuerdo con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en la que dichos restos de 
aminoácidos de dicho primer espaciador se seleccionan del grupo que consiste en glicina, treonina, arginina, serina, 
alanina, asparagina, glutamina, ácido aspártico, prolina, ácido glutámico y/o lisina,

preferiblemente en la que los restos de aminoácidos del primer espaciador se seleccionan del grupo que consiste en 25
glicina, serina y alanina.

4. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que el primer espaciador se 
selecciona de un espaciador GS5, GS10, GS15, GS18 o GS20,

5. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la fracción de 
direccionamiento de galanina se une específicamente al receptor GALR1, GALR2 y/o al GALR3.30

6. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la fracción de 
direccionamiento de galanina comprende o consiste en una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70 % de 
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de longitud completa de la SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 8.

7. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la fracción de 
direccionamiento de galanina comprende una secuencia de aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO. 7 o un 35
fragmento que comprende o consiste en al menos 14 o 16 restos de aminoácidos contiguos de la secuencia de 
aminoácidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 7 o una variante de la secuencia de aminoácidos de dicha SEQ ID NO. 
7, teniendo dicha variante un máximo de 5 o 6 sustituciones de aminoácidos conservadoras.

8. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la proteasa no citotóxica es 
una cadena L de la neurotoxina clostridial o una IgA proteasa.40

9. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la que el dominio de translocación 
es el dominio HN de una neurotoxina clostridial.

10. La proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en la que dicha proteína de fusión 
comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOs: 10, 11, 13, 14, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 25, 26, 45
28, 29, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 53, 56 y/o 59.

11. Una molécula de polinucleótido que codifica la proteína de fusión polipeptídica de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1-10.

12. Un vector de expresión, que comprende un promotor, la molécula de polinucleótido de acuerdo con la 
reivindicación 11, en el que dicha molécula de polinucleótido se localiza en dirección 3ꞌ del promotor y un terminador 50
localizado en dirección 3ꞌ de la molécula de polinucleótido.
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13. Un método para preparar una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla, que comprende:

a. transfectar una célula hospedadora con el vector de expresión de la reivindicación 12 y

b. cultivar dicha célula hospedadora en condiciones que promueven la expresión de la proteína de fusión 
polipeptídica por el vector de expresión.

14. Un método para preparar un agente no citotóxico, que comprende:5

a. poner en contacto una proteína de fusión polipeptídica de cadena sencilla de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciones 1-10 con una proteasa capaz de escindir el sitio de escisión de la proteasa;

b. escindir el sitio de escisión de la proteasa y formar así una proteína de fusión de doble cadena,

en la que las dos cadenas están unidas entre sí por enlaces disulfuro.

15. Un polipéptido no citotóxico, obtenido por el método de acuerdo con la reivindicación 14, en el que el polipéptido 10
es un polipéptido de doble cadena, y en el que:

a. la primera cadena comprende la proteasa no citotóxica, proteasa que es capaz de escindir una proteína
del aparato de fusión exocítica de un aferente sensorial nociceptivo;

b. la segunda cadena comprende la fracción de direccionamiento de galanina y el dominio de translocación 
que es capaz de translocar la proteasa desde dentro de un endosoma, a través de la membrana endosomal 15
y hasta el citosol del aferente sensorial nociceptivo y 

la primera y segunda cadenas están unidas por enlaces disulfuro.

16. Una proteína de fusión de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o un polipéptido de acuerdo con 
la reivindicación 15, para su uso en el tratamiento, prevención o alivio del dolor;

preferiblemente en el que el dolor crónico se selecciona de dolor neuropático, dolor inflamatorio, cefalea, dolor 20
somático, dolor visceral, y dolor referido.
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