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DESCRIPCION
Neuregulina para uso en el tratamiento de una lesion de nervio periférico
Campo de la divulgacion

Esta invencion se refiere generalmente a los campos de la biologia molecular, medicina regenerativa, y trauma o
dafo nervioso. Los métodos de la divulgacién se emplean para administrar isoformas de neuregulina o segmentos
funcionales de la misma para prevenir, tratar, o mejorar sintomas del dafio del nervio periférico. Los sujetos de estos
métodos o bien tienen un dafio del nervio periférico o bien corren el riesgo de tener un dafio del nervio periférico.

Antecedentes

Los nervios periféricos se dafian normalmente a partir de un trauma, que incluyen los accidentes de automovil,
accidentes de moto, cirugias, heridas por cuchillo y proyectil, y lesiones durante el parto tanto en la madre como en
el hijo. Tras la lesiéon de nervio existe una pérdida de la sensacion y/o funcion en las regiones del cuerpo inervadas
por el nervio dafiado. Causas quirirgicas comunes del dafio nervioso incluyen la prostatectomia y la mastectomia.
Por ejemplo, tras el dafio nervioso a partir de la prostatectomia existe normalmente una disfuncion eréctil.

Existe una necesidad de terapias y tratamientos adicionales para los dafios del nervio periférico. Por otra parte,
existe una gran necesidad en la técnica de una terapia que pueda tanto prevenir y/o limitar la extension de la
disfuncion tras un dafio nervioso.

Compendio

Las neuregulinas se han implicado debido a sus efectos neuroprotectores y neuro-restauradores en una gran
variedad de modelos animales de enfermedades y lesiones del sistema nervioso central. En la presente memoria se
divulgan métodos para tratar o mejorar el dafio del nervio periférico mediante la administracién de una neuregulina o
un segmento funcional de la misma a un sujeto que tiene un dafio del nervio periférico o corre el riesgo de tener un
dano del nervio periférico. Ademas se describen métodos para tratar o mejorar el dafio del nervio periférico mediante
la administracion a un sujeto de GGF2 o un segmento funcional del mismo.

La presente divulgacion demuestra que el tratamiento del dafio del nervio periférico con neuregulina puede atenuar
la pérdida de la funcién nerviosa periférica, mejorar o atenuar la pérdida de la funcion nerviosa periférica cuando se
administra bien antes o bien después del dafio del nervio, y en algunos casos restaura la funcion nerviosa periférica.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cantidad eficaz de una
neuregulina para uso en un método para disminuir el dolor neuropatico en un sujeto que corre el riesgo de tener una
lesion de nervio periférico debido a un procedimiento quirdrgico. También se proporciona una composicion que
comprende una cantidad eficaz de una neuregulina para emplear en un método para disminuir el dolor neuropatico
en un sujeto que tiene una lesion nerviosa periférica existente debido a un procedimiento quirdrgico. El término
sujeto incluye a mamiferos, y en particular a sujetos humanos.

El dafio nervioso periférico (PNI, de sus siglas en inglés) en humanos se puede adquirir a través de un trauma fisico
o puede ser el resultado de una enfermedad. Por ejemplo, los nerviosos periféricos se dafian a partir de un trauma
que incluye a los accidentes de automovil, accidentes de moto, cirugias, heridas por cuchillo o proyectil, y dafios en
el parto tanto en la madre como en el hijo. Las complicaciones siguientes pueden conducir a déficits en la funcion
sensoriomotora y en la desregulaciéon autonémica.

Aunque se contemplan todos los nervios periféricos, los métodos descritos se pueden aplicar a los siguientes
ejemplos no limitantes de los nervios periféricos, incluyendo los nervios ciatico y cavernoso.

El dafo del nervio ciatico da como resultado una pérdida de la masa muscular, debilidad del musculo, cambios en el
musculo atrofico diana, paresia, y dolor, a menudo reduciendo la capacidad para la rehabilitacion e impactando en la
calidad de vida. Por ejemplo, con respecto al dafio del nervio ciatico, las composiciones de la divulgacion
incrementan la masa muscular, mejoran la fuerza muscular, reducen la atrofia muscular, y reducen el dolor
neuropatico y mejoran la recuperacion sensorial. Los resultados a partir de imagenes ultrasonicas tri-dimensionales
(3D) han demostrado reducciones significativas en ambos volimenes del musculo gastrocnemio y séleo tras el
aplastamiento y transeccion de los miembros posteriores a lo largo del tiempo en comparacion con animales de
simulacién. La administracion de GGF2, por ejemplo, incrementa el tamafio de las miofibras y reduce la fibrosis en
un tejido alrededor del nervio periférico. Por otra parte, la administracion de GGF2, incrementa por ejemplo el
tamafio de las miofibras y reduce la fibrosis en el musculo esquelético.

Una lesién de nervio periférico puede ser resultado de una cirugia, tal como una prostatectomia. En el contexto de
cualquier intervencion esencialmente quirdrgica, el dafio nervioso periférico puede ser el resultado directo de una
diseccion de tejido, reseccion de tejido y/o secundario a una colocacion del miembro y/o compresion.

El modelo de disfuncién eréctil de rata se emplea como un sistema in vivo para demostrar la eficacia de las
neuregulinas en el tratamiento del dafio del nervio periférico. La neuregulina puede ser eficaz como monoterapia
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para cualquier dafio nervioso periférico y no requiere del co-tratamiento con conductos nerviosos artificiales o el co-
tratamiento con terapias celulares tales como las células Schwann. El péptido 1 de neuregulina (GGF2) se ensayo
en un modelo de aplastamiento bilateral en rata, que es un modelo aceptado de dafio en el nervio cavernoso. Este
modelo se ha usado para ensayar el sildenafilo y otros farmacos ED. Como se muestra en los ejemplos
proporcionados, GGF2 mejoré los efectos funcionales cuando se electroestimul6 los nervios durante 5 semanas tras
una lesion, y se midi6 la presion intercarvenosa (ICP).

La lesién de nervio cavernoso aparece frecuentemente como el resultado de la reseccién del cancer de prostata;
este dafo puede causar disfuncion eréctil (ED).

Una neuregulina preferida es NRG-1 y una isoforma preferida es GGF2.

En una realizacion de la invencion, el sujeto corre el riesgo de tener una lesion de nervio periférico debido a un
procedimiento quirdrgico. Ejemplos de procedimientos quirdrgicos incluyen, pero no se limitan a, diseccion tisular o
cirugia de reseccion de un tumor. Alternativamente, o en adicién, ejemplos de procedimientos quirdrgicos incluyen,
pero no se limitan a, una cirugia pélvica, abdominal, o colorrectal. En un aspecto de esta realizacion, un tejido o
tumor diseccionado o eliminado durante la cirugia puede ser maligno o benigno. El tejido o tumores malignos puede
ser uno o mas tipos de cancer. Ejemplos de tipos de cancer incluyen, pero no se limitan a, canceres solidos, cancer
de prostata, y cancer de mama. En un aspecto de esta realizacion, tipos de ejemplos de la lesion de nervio periférico
incluyen, pero no se limitan a, una transeccion nerviosa, un aplastamiento de un nervio, y una desmielinizacion
nerviosa. En un aspecto de esta realizacion, el nervio periférico puede ser un nervio ciatico. Alternativamente, o en
adicion, el nervio periférico puede ser un nervio cavernoso. En un aspecto de esta realizacién, la lesiéon de nervio
periférico puede dar como resultado una disfuncién eréctil.

En una realizacién de la presente invencion, el sujeto corre el riesgo de tener una lesion de nervio periférico debido
al parto de un bebé que implica un procedimiento quirtrgico. Ejemplos de procedimientos quirdrgicos incluyen, pero
no se limitan a, realizar una escision en el sujeto y realizar una operacién cesarea. En un aspecto de esta
realizacion, ejemplos de los tipos de lesion de nervio periférico incluyen, pero no se limitan a, una transeccion
nerviosa, un aplastamiento de un nervio, y una desmielinizaciéon nerviosa. En un aspecto de esta realizacion, el
nervio periférico puede ser un nervio ciatico. Alternativamente, o en adicion, el nervio periférico puede ser un nervio
cavernoso.

En la presente memoria se divulga una composicion que comprende una cantidad eficaz de una neuregulina para
uso en un método para prevenir o tratar una lesiéon de nervio periférico en un sujeto que tiene una lesion de nervio
periférica existente. El nervio periférico puede ser un nervio ciatico. Alternativamente, o en adicion, el nervio
periférico puede ser un nervio cavernoso. La lesiéon de nervio periférico puede dar como resultado una disfuncion
eréctil. En un aspecto preferido, la neuregulina es GGF2.

En una realizacién de la presente invencion, el sujeto tiene una lesion de nervio periférico existente debido a un
procedimiento quirdrgico. Ejemplos de procedimientos quirdrgicos incluyen, pero no se limitan a, diseccion tisular o
cirugia de reseccion de un tumor. Alternativamente, o en adicién, ejemplos de procedimientos quirdrgicos incluyen,
pero no se limitan a, una cirugia pélvica, abdominal, o colorrectal. En un aspecto de esta realizacion, un tejido o
tumor diseccionado o eliminado durante la cirugia puede ser maligno o benigno. El tejido o tumores malignos puede
ser uno o mas tipos de cancer. Ejemplos de tipos de cancer incluyen, pero no se limitan a, canceres solidos, cancer
de proéstata, y cancer de mama. En un aspecto de esta realizacion, tipos de ejemplos de la lesion de nervio periférico
incluyen, pero no se limitan a, una transecciéon nerviosa, un aplastamiento de un nervio, y una desmielinizacion
nerviosa. En un aspecto de esta realizacion, el nervio periférico puede ser un nervio ciatico. Alternativamente, o en
adicion, el nervio periférico puede ser un nervio cavernoso. En un aspecto de esta realizacién, la lesiéon de nervio
periférico puede dar como resultado una disfuncién eréctil.

La lesion de nervio periférico puede deberse al parto de un bebé que implica un procedimiento quirirgico. Ejemplos
de procedimientos quirdrgicos incluyen, pero no se limitan a, realizar una escision en el sujeto y realizar una
operacion cesarea. En un aspecto de esta realizacion, ejemplos de los tipos de lesion de nervio periférico incluyen,
pero no se limitan a, una transeccién nerviosa, un aplastamiento de un nervio, y una desmielinizaciéon nerviosa. En
un aspecto de esta realizacion, el nervio periférico puede ser un nervio ciatico. Alternativamente, o en adicion, el
nervio periférico puede ser un nervio cavernoso.

En una realizacion de la invencidon, la composicion que comprende una neuregulina es adecuada para la
administracion antes de que aparezca la lesién de nervio periférico. En un aspecto de esta realizacion, se puede
administrar una composicién que comprende una neuregulina antes pero no después de que aparezca la lesién de
nervio periférico. Una composicién que comprende una neuregulina se puede administrar segun un régimen de
dosificacion discontinuo. Preferiblemente, el régimen de dosificacion discontinuo comprende administrar la
composicion en intervalos determinados. Ejemplos de intervalos determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la
administracion en intervalos de cada 24 horas, cada 48 horas, y cada 72 horas. Alternativamente, intervalos
determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la administracién en intervalos de al menos cada 24 horas, al
menos cada 48 horas, y al menos cada 72 horas. En un aspecto de esta realizacién, el régimen de dosificacion
discontinuo se puede continuar durante un periodo de tiempo seleccionado del grupo que consiste en
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aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4
semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas,
aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 9 semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 11
semanas, y aproximadamente 12 semanas. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo determinado de
administracion puede ser de al menos una vez por semana. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo
determinado de administracion puede ser de al menos una vez por semana y el régimen de dosificacion discontinuo
puede continuar durante un periodo de tiempo seleccionado del grupo que consiste en aproximadamente 1 mes,
aproximadamente 2 meses, y aproximadamente 3 meses.

En una realizacion de la invencidn, la composicion que comprende una neuregulina es adecuada para la
administracion en el transcurso de que aparezca la lesidn de nervio periférico. En un aspecto de esta realizacion,
una composicion que comprende una neuregulina se puede administrar en el transcurso de, pero no después de la
lesién de nervio periférico. Una composiciéon que comprende una neuregulina se puede administrar segun un
régimen de dosificacion discontinuo. Preferiblemente, el régimen de dosificacion discontinuo comprende administrar
la composicién en intervalos determinados. Ejemplos de intervalos determinados pueden incluir, pero no se limitan a,
la administracién en intervalos de cada 24 horas, cada 48 horas, y cada 72 horas. Alternativamente, los intervalos
determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la administracién en intervalos de al menos cada 24 horas, al
menos cada 48 horas, y al menos cada 72 horas. En un aspecto de esta realizacion, el régimen de dosificacion
discontinuo se puede continuar durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en
aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4
semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas,
aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 9 semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 11
semanas, y aproximadamente 12 semanas. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo determinado de
administracion puede ser de al menos una vez por semana. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo
determinado de administracién puede ser de al menos una vez por semana y el régimen de dosificacion discontinuo
puede continuar durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 1
mes, aproximadamente 2 meses, y aproximadamente 3 meses.

En una realizacion de la invencidon, la composicion que comprende una neuregulina es adecuada para la
administracion antes y en el transcurso de que aparezca la lesion de nervio periférico. En un aspecto de esta
realizacion, se puede administrar una composicion que comprende una neuregulina antes y en el transcurso de la
lesion de nervio periférico. Se puede administrar una composicién que comprende neuregulina segin un régimen de
dosificacion discontinuo. Preferiblemente, el régimen de dosificacion discontinuo comprende administrar la
composicion en intervalos determinados. Ejemplos de intervalos determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la
administracion en intervalos de cada 24 horas, cada 48 horas, y cada 72 horas. Alternativamente, intervalos
determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la administracién en intervalos de al menos cada 24 horas, al
menos cada 48 horas, y al menos cada 72 horas. En un aspecto de esta realizacion, el régimen de dosificacion
discontinuo se puede continuar durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en
aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4
semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas,
aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 9 semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 11
semanas, y aproximadamente 12 semanas. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo determinado de
administracién puede ser de al menos una vez por semana. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo
determinado de administracién puede ser de al menos una vez por semana y el régimen de dosificacion discontinuo
se puede continuar durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 1
mes, aproximadamente 2 meses, y aproximadamente 3 meses.

En una realizacion de la invencidon, la composicion que comprende una neuregulina es adecuada para la
administracion antes de, en el transcurso de, y después de que aparezca la lesion de nervio periférico. Una
composicion que comprende neuregulina se puede administrar segun un régimen de dosificacion discontinuo.
Preferiblemente, el régimen de dosificacion discontinuo comprende administrar la composicion en intervalos
determinados. Ejemplos de intervalos determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la administracion en
intervalos de cada 24 horas, cada 48 horas, y cada 72 horas. Alternativamente, los intervalos determinados pueden
incluir, pero no se limitan a, la administracion en intervalos de al menos cada 24 horas, al menos cada 48 horas, y al
menos cada 72 horas. En un aspecto de esta realizacion, el régimen de dosificacion discontinuo se puede continuar
durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 1 semana,
aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 5
semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas, aproximadamente 8 semanas,
aproximadamente 9 semanas, aproximadamente 10 semanas, aproximadamente 11 semanas, y aproximadamente
12 semanas. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo determinado de administracién puede ser de al menos
una vez por semana. En un aspecto de esta realizacion, el intervalo determinado de administracion puede ser de al
menos una vez por semana y el régimen de dosificacion discontinuo puede continuar durante un periodo de tiempo
que se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, y
aproximadamente 3 meses.

En una realizacion de la invencidon, la composicion que comprende una neuregulina es adecuada para la
administracion después de que aparezca la lesidon de nervio periférico. Una composicion que comprende una
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neuregulina se puede administrar segun un régimen de dosificacion discontinuo. Preferiblemente, el régimen de
dosificacion discontinuo comprende administrar la composicion en intervalos determinados. Ejemplos de intervalos
determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la administracién en intervalos de cada 24 horas, cada 48 horas, y
cada 72 horas. Alternativamente, los intervalos determinados pueden incluir, pero no se limitan a, la administracion
en intervalos de al menos cada 24 horas, al menos cada 48 horas, y al menos cada 72 horas. En un aspecto de esta
realizacion, el régimen de dosificacion discontinuo se puede continuar durante un periodo de tiempo que se
selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente
3 semanas, aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas,
aproximadamente 7 semanas, aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 9 semanas, aproximadamente 10
semanas, aproximadamente 11 semanas, y aproximadamente 12 semanas. En un aspecto de esta realizacion, el
intervalo determinado de administracién puede ser de al menos una vez por semana. En un aspecto de esta
realizacion, el intervalo determinado de administracion puede ser de al menos una vez por semana y el régimen de
dosificacion discontinuo puede continuar durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en
aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, y aproximadamente 3 meses.

En una realizacion de la invencioén, una cantidad eficaz de una neuregulina o una composiciéon que comprende una
neuregulina puede ser de entre aproximadamente 0,001 mg/kg del peso corporal a aproximadamente 5 mg/kg del
peso corporal. En un aspecto de esta realizacion, una cantidad eficaz de una neuregulina o una composicion que
comprende una neuregulina puede ser entre aproximadamente 0,001 mg/kg del peso corporal a aproximadamente
2,5 mg/kg del peso corporal. En un aspecto de esta realizacion, una cantidad eficaz de una neuregulina o una
composicion que comprende una neuregulina puede ser de entre aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 1,5 mg/kg del peso corporal. En un aspecto de esta realizacion, una cantidad eficaz de una
neuregulina o una composicion que comprende una neuregulina puede ser de entre aproximadamente 0,001 mg/kg
del peso corporal a aproximadamente 0,7 mg/kg del peso corporal. En un aspecto de esta realizacion, una cantidad
eficaz de una neuregulina o una composicién que comprende una neuregulina puede ser de entre aproximadamente
0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 0,5 mg/kg del peso corporal. En un aspecto de esta realizacion,
una cantidad eficaz de una neuregulina o una composicion que comprende una neuregulina puede ser de entre
aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 0,3 mg/kg del peso corporal. En un aspecto de
esta realizacion, una cantidad eficaz de una neuregulina o una composicién que comprende una neuregulina puede
ser de entre aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 0,1 mg/kg del peso corporal. En
un aspecto de esta realizacion, una cantidad eficaz de una neuregulina o una composicion que comprende una
neuregulina puede ser de entre aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 0,05 mg/kg del
peso corporal. En un aspecto de esta realizacion, una cantidad eficaz de una neuregulina o una composicion que
comprende una neuregulina puede ser de entre aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 0,02 mg/kg del peso corporal.

La cantidad de dosis real de una composiciéon de la presente invencidon que se administra a un sujeto se puede
determinar mediante factores fisicos y fisiolégicos, tales como el peso corporal, gravedad de la afeccion, el tipo de
enfermedad que se esta tratando, intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, paciente idiopatico y en la via
de administracion. El médico responsable durante la administracion determinara, en cualquier caso, la concentracion
del ingrediente o ingredientes activos en una composicion y la dosis o dosis adecuadas para el sujeto individual.

Determinados aspectos de los métodos descritos incluyen la administracion de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 1-10, 1-20, 10-20, 1-30, 1-40, 1-50, 10-20, 10-30, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 15-25, 15-40, 15-35, 15-50,
20-50, 20-40, 20-40, 25-35, 30-50, 30-60, 50-75, 50-100, 100, 1-100, 100-150, 150-200, 200, 1-200 pg o mg de
polipéptido o péptido de neuregulina en base a la actividad de la neuregulina usada en particular, via de
administracion, método de administracion y contexto médico. Determinados aspectos incluyen la administracion de
neuregulina antes y/o después de la lesién. Una neuregulina se puede administrar 12, 24, 48, 6 72 horas antes de la
lesion, durante la lesién y/o en intervalos determinados o regulares tras la lesién. En determinadas circunstancias, se
puede administrar una neuregulina 24 6 48 horas antes de la lesion, y una vez al dia (por ejemplo, 24 horas) o cada
semana tras la lesion. La administracion antes de la lesidon puede ser sistémica y/o local. La administracion durante
la lesion puede ser sistémica y/o local. La administracion después de la lesiéon puede ser sistémina y/o local.

Determinados aspectos de los métodos descritos incluyen la administracion de aproximadamente 0,005, 0,1, 0,2,
0,3,04,05,06,0,7,0,8,09,1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 6 15 ug o mg, o cualquier valor intermedio,
de polipéptido o péptido de neuregulina en base a la actividad de la neuregulina que se use, via de administracion,
método de administracion y el contexto médico. Por ejemplo, una neuregulina o isoforma NRG-1, que incluye, pero
no se limita a, GGF2, se administra a 0,5, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 6 15 pug/kg o mg/kg. Se puede emplear cualquier via
de administracion adecuada, que incluye, pero no se limita a, la administracion parenteral, subcutanea,
intramuscular, perineural, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular, intracapsular, intraespinal,
intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol, oral, o transdérmica o tdpica (por ejemplo, mediante la aplicacion
de un dispositivo o un parche adhesivo que transporta una formulaciéon capaz de atravesar la dermis y entrar en el
torrente sanguineo).

En un aspecto de la divulgacion, los niveles de dosis de GGF2 oscilan de aproximadamente 0,001 mg/kg a 1,5
mg/kg, de aproximadamente 0,001 mg/kg a 2,5 mg/kg, de aproximadamente 0,001 mg/kg a 5,0 mg/kg, de
aproximadamente 0,001 mg/kg a 10 mg/kg, o de aproximadamente 0,001 mg/kg a 15 mg/kg. En una realizacion
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particular, los niveles de dosis de GGF2 oscilan de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 0,02 mg/kg,
de aproximadamente 0,02 mg/kg a 0,06 mg/kg, de aproximadamente 0,06 mg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg, de
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 0,3 mg/kg, de aproximadamente 0,3 mg/kg a aproximadamente 0,5
mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 0,7 mg/kg, de aproximadamente 0,7 mg/kg a
aproximadamente 1,0 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg, de aproximadamente
1,5 mg/kg a aproximadamente 2 mg/kg, de aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, de
aproximadamente 2,5 mg/kg a aproximadamente 3 mg/kg, de aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 3,5
mg/kg, de aproximadamente 3,5 mg/kg a aproximadamente 4 mg/kg, de aproximadamente 4 mg/kg a
aproximadamente 4,5 mg/kg, de aproximadamente 4,5 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, de aproximadamente
0,001 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg, o de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 5,0 mg/kg. En
otra realizacion particular, los niveles de las dosis de GGF2 oscilan de aproximadamente 1 mgkg a
aproximadamente 15 mg/kg.

En un aspecto de la divulgacion, los niveles de dosis de GGF2 oscilan de aproximadamente 0,001 mg/kg a
aproximadamente 1,5 mg/kg, de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, de
aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 5,0 mg/kg, de aproximadamente 0,001 mgkg a
aproximadamente 10 mg/kg, o de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, administrado
aproximadamente cada 24 horas (o una vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos cada 48
horas, al menos una vez cada dos dias, cada 72 horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10
semanas, 11 semanas, o 12 semanas. En otra realizacion GGF2 se administra al menos una vez a la semana
durante 1 mes, 2 meses, o0 3 meses. En una realizaciéon particular, los niveles de las dosis de GGF2 oscilan de
aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 0,02 mg/kg, de aproximadamente 0,02 mgkg a
aproximadamente 0,06 mg/kg, de aproximadamente 0,06 mg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg, de
aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 0,3 mg/kg, de aproximadamente 0,3 mg/kg a aproximadamente 0,5
mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 0,7 mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a
aproximadamente 1,0 mg/kg, de aproximadamente 0,7 mg/kg a aproximadamente 1,0 mg/kg, de aproximadamente
1,0 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg, de aproximadamente 1,5 mg/kg a aproximadamente 2 mg/kg, de
aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, de aproximadamente 2,5 mg/kg a aproximadamente 3
mg/kg, de aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 3,5 mg/kg, de aproximadamente 3,5 mg/kg a
aproximadamente 4 mg/kg, de aproximadamente 4 mg/kg a aproximadamente 4,5 mg/kg, de aproximadamente 4,5
mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg, o de
aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 5,0 mg/kg administrado aproximadamente cada 24 horas (o una
vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos cada 48 horas, al menos una vez cada dos dias, cada
72 horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas, 11 semanas, o 12 semanas. En otra
realizacion GGF2 se administra al menos una vez a la semana durante 1 mes, 2 meses, o 3 meses. En otra
realizacion particular, los niveles de las dosis de GGF2 oscilan de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 15
mg/kg administrado aproximadamente cada 24 horas (o una vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al
menos cada 48 horas, al menos una vez cada dos dias, cada 72 horas, al menos cada 72 horas, durante
aproximadamente 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9
semanas, 10 semanas, 11 semanas, o 12 semanas. En otra realizacion GGF2 se administra al menos una vez a la
semana durante 1 mes, 2 meses, o 3 meses.

En otro aspecto de la divulgacion, una neuregulina o isoforma NRG-1 se puede administrar a un sujeto en una
dosificacion que oscila entre 5 mg/kg a 15 mg/kg, incluidos los puntos finales, de forma sistémica o local. Por
ejemplo, cuando un polipéptido o péptido de NRG-1, que incluye, pero no se limita a, GGF2, se administra en una
dosis que oscila entre 5 mg/kg a 15 mg/kg, incluidos los puntos finales, la via de administracion preferida puede ser
intravenosa, subcutanea, transdérmica, o topica.

Una neuregulina se puede administrar antes de la lesion, durante la lesion, y/o a intervalos determinados o regulares
tras la lesiéon. En un ejemplo no limitante, una neuregulina se puede administrar aproximadamente cada 24 horas (o
una vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos cada 48 horas, al menos cada dos dias, cada 72
horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas, 11 semanas, o 12 semanas antes de la
lesion. En otra realizacion GGF2 se administra al menos una vez a la semana durante 1 mes, 2 meses, o 3 meses
antes de la lesion. Alternativamente, o en adicién, una neuregulina se puede administrar una vez cada 24 horas o
cada semana tras la lesion. La administracion antes de la lesion puede ser sistémica y/o local. La administracion
durante la lesién puede ser sistémica y/o local. La administracion después de la lesidon puede ser sistémica y/o local.
Algunas de las dosis de una neuregulina (por ejemplo, una dosis que oscila entre 5 mg/kg a 15 mg/kg, incluidos los
puntos finales) se puede administrar mediante un método no-sistémico o local, que incluye, pero no se limita a, una
inyeccion o implante subcutaneo o método de reparto transdérmico.

Un método de reparto “local” “localizado”, o “diana” proporciona una neuregulina eficaz terapéuticamente en el sitio
de la lesion para mejorar la recuperacion o funcion del nervio periférico sin incrementar sustancialmente los niveles
sanguineos de neuregulina o sin penetrar sustancialmente la barrera hematoencefalica, incrementando de esta
manera los niveles de la neuregulina dentro del liquido cefalorraquideo del sistema nervioso central.
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Una neuregulina de las composiciones y métodos divulgados puede ser una neuregulina de cualquier extension
completa codificada por genes NRG 1, 2, 3 6 4. En otro aspecto una neuregulina puede ser cualquier segmento
funcional de un polipéptido de neuregulina. El segmento funcional de una neuregulina puede contener un dominio
similar a EGF. Una neuregulina puede ser cualquier péptido codificado por los genes NRG 1, 2, 3 6 4 que se une y
activa a los receptores ErbB. Alternativamente, una neuregulina puede ser cualquier péptido modificado a partir de
un péptido de tipo salvaje codificado por genes NRG 1, 2, 3, 6 4, tal que el péptido modificado se une y activa a los
receptores ErbB.

Las neuregulinas y los polipéptidos que contienen dominios de neuregulinas similares a EGF se pueden administrar
a sujetos con un diluyente, transportador, o excipiente aceptable farmacéuticamente, en forma de dosificacion
unitaria. Se puede emplear la practica farmacéutica convencional para proporcionar formulaciones o composiciones
adecuadas para administrar tales composiciones a pacientes o animales de experimentacion.

Aunque la via de administracién intravenosa se puede preferir en determinadas circunstancias, se puede emplear
cualquier via de administracion adecuada, que incluye, pero no se limita a, la administracion parenteral, subcutanea,
intramuscular, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular, intracapsular, intraespinal, intracisternal,
intraperitoneal, intranasal, aerosol, oral, o transdérmica o tdpica (por ejemplo, mediante la aplicacion de un
dispositivo o un parche adhesivo que transporta una formulacion capaz de atravesar la dermis y entrar en el torrente
sanguineo). Las formulaciones terapéuticas pueden estar en forma de disoluciones o suspensiones liquidas; para
administracion oral, las formulaciones pueden estar en forma de comprimidos o capsulas; y para formulaciones
intranasales, en la forma de polvos, gotas nasales, o aerosoles.

Por “neuregulina-1”, “NRG-1", “heregulina” se refiere a un polipéptido que se une a los receptores ErbB 1, 3 6 4; y
mediante emparejamiento con el receptor (dimerizaciéon) también a ErbB2. En una realizacion la neuregulina se
codifica mediante el gen ligando p185erbB2 descrito en las Patentes U.S. N* 5.530.109; 5.716.930; y 7.037.888,
cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad. En una realizacion la
neuregulina es GGF2 o cualquier subsecuencia de la misma, o cualquier molécula que comprende toda o una parte
activa de la secuencia de GGF2.

En determinadas realizaciones de las composiciones y métodos descritos, las composiciones farmacéuticas pueden
comprender, por ejemplo, al menos aproximadamente 0,1% del compuesto activo. En otras realizaciones, un
compuesto activo puede comprender entre aproximadamente 2% a aproximadamente 75% del peso corporal de la
unidad, o entre aproximadamente 25% a aproximadamente 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable de ello.
En otros ejemplos no limitantes, una dosis puede comprender también de aproximadamente 1 microgramo(ug)/kg
peso corporal, aproximadamente 5 ug/kg peso corporal, aproximadamente 10 pg/kg peso corporal,
aproximadamente 50 pg/kg peso corporal, aproximadamente 100 ug/kg peso corporal, aproximadamente 200 ug/kg
peso corporal, aproximadamente 350 pg/kg peso corporal, aproximadamente 500 pug/kg peso corporal,
aproximadamente 1 mg/kg peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg
peso corporal, aproximadamente 50 mg/kg peso corporal, aproximadamente 100 mg/kg peso corporal,
aproximadamente 200 mg/kg peso corporal, aproximadamente 350 mg/kg peso corporal, aproximadamente 500
mg/kg peso corporal, a aproximadamente 1000 mg/kg peso corporal o mas por administracion, y cualquier intervalo
derivable de ello. En ejemplos no limitantes de un intervalo derivable a partir de los nimeros citados en la presente
memoria, se puede administrar, un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg peso corporal a aproximadamente 100
mg/kg peso corporal, aproximadamente 5 ug/kg peso corporal a aproximadamente 500 mg/kg peso corporal, etc, en
base a los numeros descritos anteriormente.

El término “cantidad eficaz terapéuticamente” o una “cantidad eficaz” se debe entender como la cantidad de
neuregulina que provoca una respuesta médica o bioldgica de un tejido, un sistema, animal o ser humano, que es
requerida por un investigador, veterinario, médico u otro profesional clinico.

Un cambio terapéutico puede ser un cambio en una caracteristica bioquimica o fisiolégica medida en una direccion
que alivia la enfermedad o afeccion que se esta abordando, por ejemplo, la lesién de nervio periférico. Mas en
particular, una “cantidad eficaz” es una cantidad suficiente para disminuir los sintomas asociados con la afeccién o
dolencia médica, para normalizar las funciones corporales en la enfermedad o los trastornos que dan como
resultado un deterioro de funciones corporales especificas, o para proporcionar la mejora en uno o mas de los
parametros medidos clinicamente de una enfermedad o afeccioén. Una cantidad o dosis de una neuregulina eficaz
terapéuticamente descrita en la presente memoria, puede ser una cantidad suficiente para restablecer una medicion
de la funcién equivalente al estado anterior a la lesiéon del sujeto o para un valor asociado con la funciéon normal.
Alternativamente, o en adicion, una cantidad o dosis eficaz terapéuticamente de una neuregulina descrita en la
presente memoria, puede ser una cantidad suficiente para preservar, restablecer, o inducir la supervivencia,
conectividad, transduccioén de la sefal, o funcion de un nervio ciatico que esta lesionado o corre el riesgo de estarlo.
Una cantidad o dosis eficaz terapéuticamente de una neuregulina descrita en la presente memoria, puede ser una
cantidad suficiente para preservar, restablecer, o inducir la supervivencia o funcién de una célula o células diana
para la cual un nervio ciatico esta lesionado o corre el riesgo de tener sefiales, controles o inervaciones lesionadas.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se emplea para referirse a “y/0” a menos que se indique de forma
explicita para referirse a alternativas, sélo o cuando las alternativas son mutuamente excluyentes. También se
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contempla que cualquier cosa enumerada empleando el término “0” se pueda excluir también especificamente de las
otras opciones que se estan estableciendo.

A través de esta solicitud, el término “aproximadamente” se emplea para indicar que para determinar el valor para el
método o dispositivo que se esta empleando, el valor esta dentro del 85%, 90%, 95% o de la desviacién estandar del
error.

Siguiendo la legislacién tradicional de patentes, las palabras “un” y “uno”, en las reivindicaciones o en la memoria,
indica uno o mas, a menos que se especifique de otra manera.

En determinados aspectos de la divulgacion, la neuregulina se usa de manera profilactica previniendo o reduciendo
de este modo una lesién potencial. Alternativamente, o en adicion, la neuregulina se emplea prondsticamente para
indicar el futuro estado del sujeto. Alternativamente, o en adicién, la neuregulina se emplea diagndsticamente para
indicar la presencia o presencia similar de una condicion o estado. La neuregulina se puede emplear
terapéuticamente para afectar a una afeccion de alguna manera que reduzca o elimine un sintoma o signo de la
afeccion o enfermedad que se esta tratando.

Las neuregulinas juegan un papel importante en el sistema nervioso periférico. Por ejemplo, las neuregulinas,
especificamente el factor de crecimiento glial 2 (GGF2), influye en multiples aspectos de la diferenciacion de células
Schwann, incluyendo los precursores de células Schwann supervivientes, proliferacion de células Schwann,
envoltura del axon, y desmielinizacion. Ademas, las neuregulinas también juegan un papel importante en la
regulacion de los receptores de acetilcolina en la unién neuromuscular. Las neuregulinas también influyen en la
funcion celular de las células Schwann en los nervios periféricos, y tienen efectos metabdlicos y miogénicos en el
musculo esquelético. Como tal, el fin del estudio presentado en la presente memoria, fue evaluar los efectos del
factor de crecimiento glial (GGF2) de la isoforma de neuregulina 1 sobre los cambios microscépicos en la funcion del
musculo esquelético y del nervio ciatico, y en la recuperacion de los mismos tras la lesion por aplastamiento del
nervio ciatico.

Los datos presentados en la presente memoria demuestran que GGF2 beneficia la mielinizacién del nervio
periférico, la funcién del musculo diana, y las funciones sensoriales del nervio tras la lesién de nervio periférico (por
ejemplo, tras la lesion de nervio ciatico). Especificamente, como se describe en la presente memoria, la evaluacion
histolégica del musculo gastrocnemio demostré un incremento en la fibrosis en animales con aplastamiento en
comparacion con simulaciones en 2, 4, y 6 semanas tras la lesién; sin embargo, el tratamiento con GGF2 redujo
significativamente la fibrosis causada por la lesion a niveles cercanos a los normales a las 6 semanas después de la
lesiéon. Por otra parte, se observé una reduccion significativa del area de las miofibras a las 2, 4, y 6 semanas
después de la lesion; sin embargo, el tratamiento con GGF2 promovié un cambio en el area hacia un mayor tamafio
(es decir, mayor que en los controles de simulacion) a las 4 y 6 semanas después de la lesion. Tras la lesion, se
observé una gran variedad de dafios de gravedad variable en el nervio ciatico comparado con animales de
simulacién; sin embargo, GGF2 redujo cualitativamente el grado de desmielinizacion en el nervio ciatico lesionado
comparado con los animales tratados con el vehiculo. GGF2 mitigd los signos de hipersensibilidad mecanica y por
frio tras la lesion por aplastamiento, al mismo tiempo que mejoraba las funciones mecanicas y por frio tras la
desaferentacion ciatica por transeccion.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invenciéon seran evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada. Se debera entender, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos,
aunque indican realizaciones especificas de la invencion, se proporcionan solo a modo de ilustracion, ya que a partir
de esta descripcion detallada seran evidentes por los expertos en la técnica los distintos cambios y modificaciones
dentro de la intencion y del alcance de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente divulgacion y se incluyen para demostrar determinados aspectos
no limitantes de la presente divulgacion. La divulgacion se puede entender mejor por referencia a uno de estos
dibujos en combinacién con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en la presente
memoria.

La Figura 1 es una ilustracion esquematica de la lesion por aplastamiento del nervio ciatico de 8-10 mm proxima a la
trifurcacion del nervio ciatico.

La Figura 2 es una grafica que representa el cambio de porcentaje en la fibrosis observada en el musculo
gastrocnemio lateral en funcion del tiempo (2,4, 6 6 semanas) bajo condiciones de simulacion de la lesion,
tratamiento con el vehiculo tras la lesién por aplastamiento, o tratamiento con GGF2 tras la lesién por aplastamiento.

La Figura 3 es una serie de fotomicrografias (Trichrome 100X) de secciones representativas de musculo a partir de
animales de simulacion [A], tratados con vehiculo [B], y tratados con GGF2 [C] en 2 y 6 semanas después de la
lesion.

Las Figuras 4A, 4B, y 4C son una serie de graficas que representan el porcentaje de fibrosis observada en funcién
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del tiempo (2, 4, 6 6 semanas, respectivamente) bajo condiciones de simulacién de la lesion, tratamiento con el
vehiculo tras la lesién por aplastamiento, o tratamiento con GGF2 tras la lesién por aplastamiento.

La Figura 5 es un grafica que muestra una valoracion de la mielinizacién en la tincion de proteina de proteolipido
(PLP) en 2, 4, y 6 semanas bajo condiciones de simulacion de la lesion, tratamiento con el vehiculo tras la lesion por
aplastamiento, o tratamiento con GGF2 tras la lesién por aplastamiento.

La Figura 6 es una grafica que representa el cambio de la presion intracavernosa media (ICP) a partir de una
referencia en funcidon de una condiciéon experimental. “Baja dosis” de GGF2 = 0,5 mg/kg y “alta dosis” 0,54 GGF2 5
mg/kg (“alta dosis”). 32 machos de rata Sprague-Dawley de 3 meses de edad se dividieron en cuatro condiciones
experimentales: Grupo 1- cirugia de simulaciéon, Grupo 2- lesidon por aplastamiento + sin GGF2, Grupo 3—
aplastamiento + baja dosis de GGF2 (0,5 mg/kg), y Grupo 4— aplastamiento + alta dosis de GGF2 (5,0 mg/kg). El
GGF2 se repartio 24 horas antes del aplastamiento, 24 horas después del aplastamiento y una vez cada 7 dias (una
vez a la semana) tras la cirugia hasta que se finalizé el estudio (5 semanas). La cirugia incluyé una incision en la
linea media baja para exponer la prostata, los nervios cavernosos, y el ganglio pélvico mayor (MPG) y 2 minutos de
lesién por aplastamiento (portaagujas en un angulo de 90 grados y presion de un click).

La Figura 7 es una grafica que representa la ICP media normalizada para las Presiones Adrticas (MAP) en funcion
de la condicion experimental. Las razones ICP/MAP son 0,81 (normal), 0,15 (aplastamiento y sin tratamiento) frente
a 0,4 de GGF2 0,5 mg/kg (“dosis baja”) y 0,54 de GGF2 5 mg/kg (“dosis alta”) (todos los valores p<0,05). 32 machos
de rata Sprague-Dawley de 3 meses de edad se dividieron en cuatro condiciones experimentales: Grupo 1- cirugia
de simulacién, Grupo 2- lesion por aplastamiento + sin GGF2, Grupo 3- aplastamiento + baja dosis de GGF2 (0,5
mg/kg), y Grupo 4- aplastamiento + alta dosis de GGF2 (5,0 mg/kg). El GGF2 se repartié 24 horas antes del
aplastamiento, 24 horas después del aplastamiento y una vez cada 7 dias (una vez a la semana) tras la cirugia
hasta que se finalizé el estudio (5 semanas). La cirugia incluyd una incision en la linea media baja para exponer la
prostata, los nervios cavernosos y el ganglio pélvico mayor (MPG) y 2 minutos de lesion por aplastamiento
(portaagujas en un angulo de 90 grados y presion de un click).

La Figura 8A-C es una serie de fotografias que representan el marcaje con fluoro-oro del ganglio pélvico mayor
(MPG) a partir de 3 animales por grupo de tratamiento ((panel A) normal, (panel B) aplastamiento, (panel C)
aplastamiento + GGF2). El fluoro-oro inyectado en el tejido penil se transporté retrégradamente hacia atras a través
de los nervios intactos hacia los cuerpos celulares en el MPG. Panel A: Animales normales muestran la cantidad de
marcaje retrogrado observado en ausencia de lesion en el nervio. Panel B: Animales con aplastamiento muestran la
reduccion drastica en fibras nerviosas intactas a partir de la lesién, el marcaje con fluoro-oro no es capaz de
transportar para atras hacia el MPG. Panel C: Aplastamiento + animales con GGF2 muestran un incremento del
numero de células en el MPG marcadas con fluoro-oro, indicando que hay presentes mas fibras nerviosas
preservadas después de la lesién como resultado del tratamiento con GGF2.

La Figura 9 es una grafica que representa la cuantificacion del marcaje con fluoro-oro en el MPG. Los resultados
muestran que los animales normales tienen un gran nimero de cuerpos celulares marcados en el MPG. Tras la
lesion por aplastamiento el numero de células marcadas se redujo drasticamente, consecuente con la lesion de la
fibra nerviosa y dando como resultado una incapacidad para transportar el marcaje retrogradamente para atras hacia
el MPG. Sin embargo, el tratamiento con GGF2 mejor6 el nimero de fibras nerviosas intactas capaces de
transportar el fluoro-oro desde el tejido penil hasta el MPG de una manera retrégrada, dando como resultado un gran
numero de células marcadas.

La Figura 10A-C es una serie de fotografias que representan la tincion representativa de los niveles de nNOS. Los
nNOS es un marcador bien establecido de conservacion del nervio cavernoso. Los resultados de este trabajo
incluyeron tincion de tejido normal (panel A). Mediante comparacion, hay una pérdida significativa de tincion de
nNOS después de la lesion por aplastamiento del nervio cavernoso (panel B). La tincion nNOS conservada de las
terminaciones del nervio cavernoso en el cuerpo del pene demostré un incremento en las tasas de supervivencia de
los nervios cavernosos tras la lesion por aplastamiento con el tratamiento de GGF2 (panel C). La densidad de la
tincion indica la conservacion de la tincion de nNOS con el tratamiento de GGF2.

La Figura 11A-C es una serie de fotografias que representan tinciones representativas de niveles de tirosina
hidroxilasa (TH). El panel A representa la tincion del tejido normal y en el panel B una pérdida significativa de la
tincion TH después de la lesidon por aplastamiento del nervio cavernoso. El panel C muestra la tincion TH
conservada de las terminaciones del nervio cavernoso en el cuerpo del pene; estas terminaciones corresponden a
una conservacion o reestablecimiento general de la inervacion del pene tras la lesién por aplastamiento producido
por el tratamiento con GGF2. Por tanto, la densidad de la tincién indica conservacion de la tinciéon TH con el
tratamiento de GGF2.

La Figura 12A-C es una serie de fotografias que representa la tincion representativa del transportador de acetilcolina
vesicular (VaChT). Los resultados muestran la tincion del tejido normal (panel A), y una pérdida significativa de la
tincion VaChT después de la lesiéon por aplastamiento del nervio cavernoso (panel B). Por el contrario, la tincion
VaChT de las terminaciones del nervio cavernoso en el cuerpo del pene que se muestran en el (panel C) demuestra
un incremento en las tasas de supervivencia de los nervios cavernosos tras la lesién por aplastamiento con el
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tratamiento de GGF2 (C). La densidad de la tincién muestra tendencias hacia la conservacion de la tincion de
VaChT con el tratamiento de GGF2.

La Figura 13 es una grafica que representa el cambio en el peso corporal de los sujetos de estudio en funcién del
numero progresivo de dosis de GGF2 o de vehiculo (véase el Ejemplo 6).

La Figura 14A es una grafica que representa el cambio en la presion intracavernosa (ICP Maxima normalizada para
la presién adrtica media (MAP)) a diferentes niveles de estimulacién eléctrica del nervio cavernoso (véase el Ejemplo
6). La respuesta ICP era significativamente mayor en los Grupos C y D. Grupo A: simulacién + vehiculo. Grupo B:
simulacion + GGF2. Grupo C: BCl + GGF2 (5 mg/kg, sc). Grupo D: BCI+GGF2 (15 mg/kg, sc). Grupo E: BCI +
vehiculo.

La Figura 14B es una grafica que representa el cambio en la presion intracavernosa (ICParea/MAP) a diferentes
niveles de estimulacion eléctrica del nervio cavernoso (véase el Ejemplo 6). La respuesta ICP era significativamente
mayor en los Grupos C y D. Grupo A: simulacion + vehiculo. Grupo B: simulacién + GGF2. Grupo C: BCI + GGF2 (5
mg/kg, sc). Grupo D: BCI + GGF2 (15 mg/kg, sc). Grupo E: BCI + vehiculo.

La Figura 15 es una grafica que representa el nimero medio de células de Schwann por nervio cavernoso en
funcion del nimero de fibras sin mielinizar para el tratamiento de los grupos A, E, y C (véase el Ejemplo 6).

La Figura 16A-B es un par de graficas que representan el transcurso de tiempo de los umbrales mecanicos (tactiles)
de von Frey a lo largo de 6 semanas de estudio bajo condiciones de lesion por simulacién, tratamiento con el
vehiculo del tratamiento de GGF2 tras la lesion por aplastamiento (panel A) o por lesion por transeccion (panel B).

La Figura 17A-B es un par de graficas que representan el transcurso de tiempo de las respuestas de
comportamiento al enfriamiento por evaporacion de acetona a lo largo de 6 semanas de estudio bajo condiciones de
lesiéon por simulacion, tratamiento con el vehiculo o del tratamiento de GGF?2 tras la lesion por aplastamiento (panel
A) o lesion por transeccion (panel B).

Descripcion detallada

La lesion de los nervios periféricos es el resultado comun de varios acontecimientos, compresion, contusion,
transeccion, aplastamiento o estiramiento, causado, por ejemplo, por trauma, accidente o cirugia. Aunque los
factores externos que conducen a la lesién de nervio son variables, las manifestaciones a nivel del nervio tienen
caracteristicas comunes (para consulta véase por ejemplo, Lee y Wolfe, J Am Acad Orthop Surg, 8 (4), p. 243,2008).
Una lesion traumatica de cualquier etiologia causa a menudo dafio en la mielinizaciéon, epineuro, perineuro,
endoneuro y axones. En la forma mas leve de los casos, la lesién es primaria a la mielina y el epineuro tras lo cual
aparece la recuperacion de forma espontanea dentro de varios dias a semanas.

Muchas lesiones nerviosas dan como resultado la disrupcion del endoneuro y de los axones, asi como la disrupcion
de la funcién que o bien no se recupera completamente o que se recupera a lo largo de un periodo de tiempo
prolongado.

Con respecto a la lesidon de nervio periférico que implica dafio en el axén, hay una degeneracion local del axén que
aparece dentro de las horas después de la lesién. A lo largo de unos pocos dias, el cuerpo celular de la neurona
proximal y el axén sufren un proceso que se conoce como degeneracion Walleriana. Después de la degeneracion
del axon, las células de Schwann que producen mielina mueren dejando desechos e inflamacion. Esta muerte de
células de Schwann y la inflamacién relacionada exacerba el dafio nervioso.

A diferencia del sistema nervioso central, puede aparecer una cantidad significativa de regeneracién en los nervios
periféricos. Los axones crecen a lo largo de los canales del perineuro y re-inervan las dianas distales, y las células
de Schwann remielinizan los axones. Aunque hay regeneracion de los nervios periféricos, el proceso natural de
regeneracion mediado por el cuerpo no proporciona la regeneracion completa, y muchas neuronas que sufren
degeneracion nunca se regeneran o nunca encuentran su diana original y dan como resultado una disfuncion o
disfunciones permanentes. Esta disfuncién puede comprender la pérdida de la funcién motora, pérdida de la funcion
sensorial, parestesias, pérdida de reflejos, rigidez, contracturas, o descenso del campo de movilidad.

El dolor normalmente se asocia con el dafio o lesién sensorial, y da como resultado la proteccion e inmovilizacion del
area afectada. La nocicepcion (sefial principal de la sensacion de dolor), por lo tanto, es concomitante a los
mecanismos y promocion de la curacion rapida, aunque es desencadenante de una experiencia sensorial y
emocional desagradables. Sin embargo, en muchas situaciones patoldgicas, las entradas nociceptivas pueden dar
como resultado cambios funcionales que son seriamente perjudiciales para el organismo. La lesion nerviosa da
como resultado la alteracion de muchas de las propiedades de las neuronas aferentes primarias y sus conexiones
centrales en la médula espinal, conduciendo a la alodinia (la percepcion de dolor a partir de un estimulo
normalmente inocuo), hiperalgesia (una respuesta exagerada a cualquier estimulo doloroso) y una expansion del
campo receptivo (es decir, el area que esta “dolorida” cuando se aplica un estimulo). La mayoria de las condiciones
del dolor crénico surgen como resultado de una lesion bien del tejido nervioso central o periférico.
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Una abundante bibliografia demuestra que las neuregulinas mejoran la capacidad de las neuronas para regenerarse
a través de conductos y funciones artificiales como una terapia complementaria junto con terapias celulares, tales
como los injertos de células Schwann. Antes de la presente divulgacion, se conocia que las neuregulinas en solitario
podian tratar, por ejemplo protegiendo y/o restaurando la funcién de la lesion de nervio periférico.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una composicion que comprende una cantidad eficaz de una
neuregulina para uso en un método para disminuir el dolor neuropatico en un sujeto en riesgo de tener una lesién de
nervio periférico debido a un procedimiento quirurgico.

También se proporciona una composicion que comprende una cantidad eficaz de una neuregulina para uso en un
método para disminuir el dolor neuropatico en un sujeto que tiene una lesion existente del nervio periférico debido a
un procedimiento quirurgico.

Composiciones de neuregulina

Ejemplos de composiciones incluyen, pero no se limitan a, NRG-1, o una molécula peptidica o de acido nucleico
GGF2. Ejemplos de nervios periféricos sujetos a los métodos descritos incluyen, pero no se limitan a, un nervio
ciatico y/o un nervio cavernoso.

La cantidad de dosis real de una composiciéon de la presente invencidon que se administra a un sujeto se puede
determinar mediante factores fisicos y fisiolégicos, tales como el peso corporal, gravedad de la afeccion, el tipo de
enfermedad que se esta tratando, intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, idiopatia del paciente y en la
via de administracion. El médico responsable de la administracion determinara, en cualquier caso, la concentracion
del ingrediente o ingredientes activos en una composicion, y la dosificacion o dosificaciones apropiadas para el
sujeto individual.

Determinados aspectos de los métodos descritos incluyen la administracion de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 1-10, 1-20, 10-20, 1-30, 1-40, 1-50, 10-20, 10-30, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 15-25, 15-40, 15-35, 15-50,
20-50, 20-40, 20-40, 25-35, 30-50, 30-60, 50-75, 50-100, 100, 1-100, 100-150, 150-200, 200, 1-200 pg o mg de un
polipéptido o péptido de neuregulina en base a la actividad de la neuregulina usada en particular, la via de
administracion, método de administracion y contexto médico. Determinados aspectos incluyen la administracion de
neuregulina antes y/o después de la lesion.

Una neuregulina se puede administrar antes de la lesion, durante la lesion, y/o a intervalos especificos o regulares
tras la lesion. En un ejemplo no limitante, una neuregulina se puede administrar aproximadamente cada 24 horas
(una vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos cada 48 horas, al menos una vez cada dos dias,
cada 72 horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas, 11 semanas, o 12 semanas antes de la
lesion. En otra realizacion se administra GGF2 al menos una vez a la semana durante 1 mes, 2 meses, o 3 meses
antes de la lesion. Alternativamente, o en adicién, una neuregulina se puede administrar una vez cada 24 horas o
cada semana después de la lesién. La administracion antes de la lesion puede ser sistémica y/o local. La
administracion durante la lesién puede ser sistémica y/o local. La administracion después de la lesion puede ser
sistémica y/o local.

Determinados aspectos de los métodos descritos incluyen la administracion de 0,005, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,
08,09 1,2 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 6 15 uyg o mg, o cualquier valor intermedio, de polipéptido o
péptido neuregulina en base a la actividad de la neuregulina que se use, via de administracion, método de
administracion y el contexto médico. Por ejemplo, una neuregulina o isoforma NRG-1, que incluye, pero no se limita
a, GGF2, se administra a 0,5, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 6 15 ug/kg o mg/kg. Se puede emplear cualquier via de
administracion adecuada, que incluye, pero no se limita a, la administracién parenteral, subcutanea, intramuscular,
perineural, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular, intracapsular, intraespinal, intracisternal,
intraperitoneal, intranasal, aerosol, oral, o transdérmica o topica (por ejemplo, mediante la aplicacion de un
dispositivo o un parche adhesivo que transporta una formulacion capaz de atravesar la dermis y entrar en el torrente
sanguineo).

En un aspecto de la divulgacion, los niveles de dosificacion de GGF2 oscilan entre aproximadamente 0,001 mg/kg a
1,5 mg/kg, de aproximadamente 0,001 mg/kg a 2,5 mg/kg, de aproximadamente 0,001 mg/kg a 5,0 mg/kg, de
aproximadamente 0,001 mg/kg a 10 mg/kg, o de aproximadamente 0,001 mg/kg a 15 mg/kg, administrado
aproximadamente cada 24 horas (una vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos cada 48 horas,
al menos una vez cada dos dias, cada 72 horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas, 11
semanas, o 12 semanas. En otra realizacion el GGF2 se administra al menos una vez por semana durante 1 mes, 2
meses, 0 3 meses. En una realizacién particular, los niveles de dosis de GGF2 oscilan de aproximadamente 0,001
mg/kg a aproximadamente 0,02 mg/kg, de aproximadamente 0,02 mg/kg a 0,06 mg/kg, de aproximadamente 0,06
mg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 0,3 mg/kg, de
aproximadamente 0,3 mg/kg a aproximadamente 0,5 mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 0,7
mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 1,0 mg/kg, de aproximadamente 0,7 mg/kg a
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aproximadamente 1,0 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg, de aproximadamente
1,5 mg/kg a aproximadamente 2 mg/kg, de aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 2,5 mg/kg, de
aproximadamente 2,5 mg/kg a aproximadamente 3 mg/kg, de aproximadamente 3 mg/kg a aproximadamente 3,5
mg/kg, de aproximadamente 3,5 mg/kg a aproximadamente 4 mg/kg, de aproximadamente 4 mg/kg a
aproximadamente 4,5 mg/kg, de aproximadamente 4,5 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg, de aproximadamente
0,001 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg, o de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 5,0 mg/kg
administrado aproximadamente cada 24 horas (una vez al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos
cada 48 horas, al menos una vez cada dos dias, cada 72 horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente
1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10
semanas, 11 semanas, o 12 semanas. En otra realizacién el GGF2 se administra al menos una vez por semana
durante 1 mes, 2 meses, 0 3 meses. En otra realizacién particular, los niveles de dosis de GGF2 oscilan de
aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg administrado aproximadamente cada 24 horas (o una vez
al dia), al menos cada 24 horas, cada 48 horas, al menos cada 48 horas, al menos una vez cada dos dias, cada 72
horas, al menos cada 72 horas, durante aproximadamente 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5
semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas, 11 semanas, o 12 semanas. En otra
realizacion GGF2 se administra al menos una vez a la semana durante 1 mes, 2 meses, o0 3 meses.

En otro aspecto de la divulgacion, una neuregulina o isoforma NRG-1 se puede administrar a un sujeto en una
dosificacion que oscila entre 5 mg/kg a 15 mg/kg, incluidos los puntos finales, de forma sistémica o local. Por
ejemplo, cuando un polipéptido o péptido de NRG1, que incluye, pero no se limita a, GGF2, se administra en una
dosis que oscila entre 5 mg/kg a 15 mg/kg, incluidos los puntos finales, la via de administracion preferida puede ser
intravenosa, subcutanea, transdérmica, o tépica. Una neuregulina se puede administrar antes de la lesién, durante la
lesion, y/o a intervalos determinados o regulares tras la lesién. En un ejemplo, una neuregulina se puede administrar
24 6 48 horas antes de la lesion y una vez cada 24 horas o cada semana tras la lesion. La administracion antes de la
lesién puede ser sistémica y/o local. La administracion durante la lesion puede ser sistémica y/o local. La
administracion después de la lesion puede ser sistémica y/o local. Algunas de las dosis de una neuregulina (por
efemplo una dosis que oscila entre 5 mg/kg a 15 mg/kg, incluidos los puntos finales) se puede administrar mediante
un método no-sistémico o local, que incluye, pero no se limita a, inyeccién o implante subcutaneo o método de
reparto transdérmico.

En determinadas realizaciones de las composiciones descritas, las composiciones farmacéuticas pueden
comprender, por ejemplo, al menos aproximadamente 0,1% del compuesto activo. En otras realizaciones, un
compuesto activo puede comprender entre 2% a aproximadamente 75% del peso de la unidad, o entre
aproximadamente 25% a aproximadamente 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable de ello. En otros
ejemplos no limitantes, una dosis puede comprender de aproximadamente 1 microgramo(ug)/kg/peso corporal,
aproximadamente 5 pg/kg peso corporal, aproximadamente 10 ug/kg peso corporal, aproximadamente 50 ug/kg
peso corporal, aproximadamente 100 pg/kg peso corporal, aproximadamente 200 pug/kg peso corporal,
aproximadamente 350 pg/kg peso corporal, aproximadamente 500 ug/kg peso corporal, aproximadamente 1 mg/kg
peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg peso corporal,
aproximadamente 50 mg/kg peso corporal, aproximadamente 100 mg/kg peso corporal, aproximadamente 200
mg/kg peso corporal, aproximadamente 350 mg/kg peso corporal, aproximadamente 500 mg/kg peso corporal, a
aproximadamente 1000 mg/kg peso corporal o mas por administracion, y cualquier intervalo derivable de ello. En
ejemplos no limitantes de un intervalo derivable a partir de los numeros citados en la presente memoria, un intervalo
de aproximadamente 5 mg/kg peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg peso corporal, aproximadamente 5
pg/kg peso corporal a aproximadamente 500 mg/kg peso corporal, etc, se pueden administrar, en base a los
numeros descritos anteriormente.

El término “aproximadamente” se emplea para indicar que para determinar el valor para el método o dispositivo que
se esta empleando, el valor esta dentro del 85%, 90%, 95% o de la desviacién estandar del error.

Las neuregulinas y los polipéptidos que contienen dominios de neuregulinas similares a EGF se pueden administrar
a sujetos con un diluyente, transportador, o excipiente aceptable farmacéuticamente, en forma de dosificacion
unitaria. Se puede emplear la practica farmacéutica convencional para proporcionar formulaciones o composiciones
adecuadas para administrar tales composiciones a pacientes o animales de experimentacion. Aunque se prefiere la
via de administracion intravenosa, se puede emplear cualquier via de administracion apropiada, por ejemplo, la
administracion parenteral, subcutanea, intramuscular, perineural, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular,
intracapsular, intraespinal, intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol, oral, o transdérmica o tépica (por
ejemplo, mediante la aplicacién de un dispositivo o un parche adhesivo que transporta una formulaciéon capaz de
atravesar la dermis y entrar en el torrente sanguineo). Las formulaciones terapéuticas pueden estar en forma de
disoluciones o suspensiones liquidas. Para administracién oral, las formulaciones pueden estar en forma de
comprimidos o capsulas. Para formulaciones intranasales, las formulaciones pueden estar en la forma de polvos,
gotas nasales, o aerosoles.

Por “neuregulina-1”, “NRG-1", “heregulina” se entiende un polipéptido que se une a los receptores ErbB 3 6 4, y
mediante emparejamiento con el receptor (dimerizacion) también a ErbB2. La neuregulina puede ser GGF2 o
cualquier subsecuencia de la misma, o cualquier molécula que comprende toda o una parte activa de la secuencia
de GGF2. La GGF2 puede ser una secuencia de tipo salvaje, una subsecuencia, o cualquier variante de la misma
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que comprenda toda o una parte activa de la secuencia de GGF2. La secuencia de GGF2 puede ser una
subsecuencia de una secuencia humana, o cualquier variante de la misma que comprenda toda o una parte activa
de la secuencia de GGF2.

Un ejemplo no limitante de una secuencia aminoacida de GGF2 de la divulgacion (con una region que comprende su
dominio similar a EGF subrayado) es:

MRWRRAPRRSGRPGPRAQRPGSAARSSPPLPLLPLLLLLGTAALAPGAAAGNEAAPAGASVCYSSPPSVGSVQELA
QRAAVVIEGKVHPQRRQQGALDRKAAAAAGEAGAWGGDREPPAAGPRALGPPAEEPLLAANGTVPSWPTAPVPSA
GEPGEEAPYLVKVHQVWAVKAGGLKKDSLLTVRLGTWGHPAFPSCGRLKEDSRYIFFMEPDANSTSRAPAAFRASF

PPLETGRNLKKEVSRVLCKRCALPPQLKEMKSQESAAGSKLVLRCETSSEYSSLRFKWFKNGNELNRKNKPQNIKIQ

KKPGKSELRINKASLADSGEYMCKVISKLGNDSASANITIVESNATSTSTTGTSHLVKCAEKEKTFCYNGGECFMVKDL
SNPSRYLCKCPNEFTGDRCQNYVMASFYSTSTPFLSLPE (SEQ ID NO:1) (nimero de acceso AAB59622del Banco
Genético, que se incorpora en la presente memoria por referencia).

Un polipéptido de neuregulina o segmento de la misma puede ser 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 6
100% idéntica u homologa a la secuencia aminoacida de GGF2. Un polipéptido similar a neuregulina puede ser 75,
80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 6 100% idéntico u homdlogo a la secuencia aminoacida
del dominio similar a EGF de GGF2.

Los términos “proteina” o “polipéptido” se refieren a una molécula que comprende al menos diez restos aminoacidos.
La proteina puede comprender toda o una parte del polipéptido GGF2. Se puede usar una version de tipo salvaje de
una proteina o polipéptido. Alternativamente, o en adicién, para tratar la lesidon de nervio periférico se usa una
proteina o polipéptido modificado. Los términos “péptido”, “proteina” o “polipéptido” se emplean de manera
intercambiable. El término “péptido” se puede usar para referirse a secuencias aminoacidas de cualquier longitud.

Un “polipéptido modificado” se refiere a un péptido cuya estructura quimica, particularmente su secuencia
aminoacida, se altera con respecto al péptido de tipo salvaje respectivo. En algunas realizaciones, un péptido
modificado tiene al menos un aminoacido modificado. En algunas realizaciones, un péptido modificado tiene al
menos un d-aminodacido. En algunas realizaciones, un péptido modificado tiene al menos un aminoacido que
aparece de forma no natural.

Los péptidos modificados pueden incluir diferentes sustituciones, inserciones, o deleciones. Las distintas deleciones
normalmente carecen de uno o mas restos de la molécula nativa o de tipo salvaje. Se pueden eliminar restos
individuales o un numero de aminoacidos contiguos. Se puede introducir un codén stop (mediante sustitucion o
insercion) en una secuencia aminoacida codificante para generar una proteina truncada. Las inserciones mutantes
normalmente implican la adicién del material en un punto no terminal en el péptido. Esto puede incluir la insercién de
uno o mas restos. Se pueden generar también adiciones terminales, a menudo llamadas proteinas de fusién o
péptidos de fusion. Las diferentes sustituciones normalmente contienen el cambio de un aminoacido por otro en uno
0 mas sitios dentro del péptido, y se pueden disefiar para modular una o mas propiedades del péptido, con o sin la
pérdida de otras funciones o propiedades, tal como la unién y activacion de receptores de neuregulina. Las
sustituciones pueden ser conservadoras, que es, que un aminoacido se reemplaza por uno de forma y carga similar.
Alternativamente, las sustituciones pueden ser no conservadoras, tal que se puede afectar la funcién o actividad del
péptido. Los cambios no conservadores normalmente implican la sustitucion de un resto por otro que no es
quimicamente similar, tal como un aminoacido polar o cargado por un aminoacido no polar o sin carga, y viceversa.

Las sustituciones conservadoras pueden incluir, sin limitacion, por ejemplo, los cambios de: alanina por serina;
arginina por lisina; asparragina por glutamina o histidina; aspartato por glutamato; cisteina por serina; glutamina por
asparragina; glutamato por aspartato; glicina por prolina; histidina por asparragina o glutamina; isoleucina por leucina
o valina; leucina por valina o isoleucina; lisina por arginina; metionina por leucina o isoleucina; fenilalanina por
tirosina o leucina o metionina; serina por treonina; treonina por serina; triptéfano por tirosina; tirosina por triptéfano o
fenilalanina; y valina por isoleucina o leucina.

Los aminoacidos y secuencias de acidos nucleicos pueden incluir restos adicionales, tales como aminoacidos en el
N- o C-terminal adicionales, o secuencias 5’ o0 3’, respectivamente, siempre y cuando la secuencia cumpla el criterio
funcional establecido en la presente memoria, tal como el mantenimiento de la actividad bioldgica. La adicion de
secuencias terminales se aplica particularmente a secuencias de acidos nucleicos que pueden, por ejemplo, incluir
varias secuencias no codificantes bien en las partes 5’0 3’de la region codificante.

El término “cantidad eficaz terapéuticamente” o una “cantidad eficaz” se debe entender como la cantidad de
neuregulina que provoca una respuesta médica o biolégica de un tejido, un sistema, animal o ser humano que es
requerida por un investigador, veterinario, médico u otro profesional clinico.

Un cambio terapéutico puede ser un cambio en una caracteristica bioquimica o fisiolégica medida en una direccion
que alivia la enfermedad o afeccion que se estd abordando, por ejemplo, la lesion de nervio periférico, atrofia
muscular (incremento de la masa muscular, mejora del estiramiento muscular, reducciéon de la atrofia muscular),
reduce el dolor neuropatico, mejora la recuperacion sensorial, mejora la remielinizacion del nervio periférico. Mas en
particular, una “cantidad eficaz” es una cantidad suficiente para disminuir los sintomas asociados con una afeccién o
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dolencia médica, para normalizar las funciones corporales en la enfermedad o los trastornos que dan como
resultado un deterioro de funciones corporales especificas, o para proporcionar una mejora en uno o mas de los
parametros medidos clinicamente de una enfermedad o afeccion.

Formulaciones Farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de la presente divulgacién comprenden una cantidad eficaz de un péptido disuelto
o disperso en un vehiculo aceptable farmacéuticamente. Las frases “aceptable farmacéutica o farmacolégicamente”
se refiere a composiciones que no producen generalmente una reaccion adversa, alérgica u otra reaccion perjudicial
cuando se administra a un sujeto, por ejemplo, un ser humano, segun proceda. La preparacion de tales
composiciones farmacéuticas son conocidas por los expertos en la técnica a la luz de la presente divulgacion, tal
como queda demostrado por Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Ed. Mack Printing Company, 1990,
incorporado por referencia en la presente memoria. Por otra parte, para los fines de administracién en el ser humano
se debera entender que las preparaciones deberan cumplir los estandares de esterilidad, pirogenicidad, seguridad
general y pureza que se requieren por, por ejemplo, la Oficina de Estandares Biologicos de la USFDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos).

Por otra parte, como se emplea en la presente memoria “vehiculo aceptable farmacéuticamente” incluye materiales
tales como disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, tensioactivos, antioxidantes, conservadores (por
ejemplo, agentes antibacterianos, agentes antifungicos), agentes isotonicos, agentes retardantes de la absorcion,
sales, conservadores, farmacos, farmacos estabilizantes, geles, aglutinantes, excipientes, agentes disgregantes,
lubricantes, agentes edulcorantes, agentes saborizantes, tintes, tales como materiales y combinaciones de los
mismos, como se conocen por el experto en la técnica en vista de la presente divulgacion. Salvo en el caso de
cualquier vehiculo convencional incompatible con un ingrediente activo, se considera su uso en las composiciones
terapéuticas y farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion pueden comprender diferentes tipos de vehiculos
dependiendo de si se va a administrar de forma sdlida, liquida o en aerosol, y si es necesario que sea estéril para
tales vias de administraciéon, como la inyeccion. Los polipéptidos o péptidos de neuregulina de la divulgacion se
pueden administrar de forma intravenosa, intradérmica, intraarterial, intraperitoneal, intralesional, intracraneal,
intraarticular, intraprostatica, intrapleural, intratraqueal, intranasal, intravitreal, intravaginal, intrarrectal, intratumoral,
intramuscular, perineural, subcutanea, subconjuntiva, intravesicular, mucosal, intrapericardial, intraumbilical,
intraocular, oral, topica, local, por inhalacién (por ejemplo, aerosol). Por otra parte, los polipéptidos o péptidos de
neuregulina de la divulgacion se pueden administrar mediante inyeccion, infusion, infusion continua, bafio de células
diana por perfusion localizada de forma directa, a través de un catéter, a través de lavado, o mediante otro método o
cualquier combinacion de lo anterior como se conocera por el experto en la técnica.

La cantidad de dosis real de una composiciéon de la presente invencidon que se administra a un sujeto se puede
determinar mediante factores fisicos y fisiolégicos, tales como el peso corporal, gravedad de la afeccion, el tipo de
enfermedad que se esta tratando, intervenciones terapéuticas previas o concurrentes, paciente idiopatico y en la via
de administracion. El médico responsable durante la administracion determinara, en cualquier caso, la concentracion
del ingrediente o ingredientes activos en una composicion y la dosis o dosis adecuadas para el sujeto individual.

En determinadas realizaciones de las composiciones y métodos divulgados, las composiciones farmacéuticas
pueden comprender, por ejemplo, al menos aproximadamente 0,1% del compuesto activo. En otras realizaciones, un
compuesto activo puede comprender entre aproximadamente 2% a aproximadamente 75% del peso de la unidad, o
entre aproximadamente 25% a aproximadamente 60%, por ejemplo, y cualquier intervalo derivable del mismo. En
otros ejemplos no limitantes, una dosis puede comprender también de aproximadamente 1 microgramo(ug)/kg/peso
corporal, aproximadamente 5 ug/kg/peso corporal, aproximadamente 10 ug/kg/peso corporal aproximadamente 50
pg/kg/peso corporal, aproximadamente 100 ug/kg/peso corporal, aproximadamente 200 pg/kg/peso corporal,
aproximadamente 350 pg/kg/peso corporal, aproximadamente 500 pg/kg/peso corporal, aproximadamente 1
mg/kg/peso corporal, aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 10 mg/kg/peso corporal,
aproximadamente 50 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 100 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 200
mg/kg/peso corporal, aproximadamente 350 mg/kg/peso corporal, aproximadamente 500 mg/kg/peso corporal,
aproximadamente 1000 mg/kg/peso corporal o0 mas por administracion, y cualquier intervalo derivable del mismo. En
ejemplos no limitantes de un intervalo derivable a partir de los niumeros enumerados en la presente memoria, se
puede administrar un intervalo de aproximadamente 5 mg/kg/peso corporal a aproximadamente 100 mg/kg/peso
corporal, 5 pg/kg/peso corporal a aproximadamente 500 mg/kg/peso corporal, etc, segun los nimeros descritos
anteriormente.

En cualquier caso, la composicion puede comprender varios antioxidantes para retardar la oxidacién de uno o mas
componentes. Adicionalmente, la prevencién de la accién de los microorganismos se puede producir por los
conservadores, tales como los diferentes agentes antibacterianos y antifingicos, que incluyen pero no se limitan a,
parabenos (por ejemplo, metilparabenos, propilparabenos), clorobutanol, fenol, acido sorbico, tiomersal o
combinaciones de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular dentro de una composiciéon en forma de una base libre, neutra
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o sal. Las sales aceptables farmacéuticamente incluyen las sales de adicion de acido, por ejemplo, las formadas con
los grupos amino libres de una composicion peptidica, o que se forma con acidos inorganicos, tales como por
ejemplo, los acidos clorhidrico o fosforico, o tales como los acidos organicos como el acético, oxalico, tartarico o
mandélico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas, tales
como por ejemplo, de hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o hierro; o tales como bases organicas como
isopropilamina, trimetilamina, histidina o procaina.

En realizaciones en donde la composicion esta en forma liquida, un vehiculo puede ser un disolvente o medio de
dispersion que comprende pero no se limita a, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol
liquido, etc), lipidos (por ejemplo, triglicéridos, aceites vegetales, liposomas) y combinaciones de los mismos. La
fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante el empleo de un recubrimiento, tal como lecitina;
mediante el mantenimiento del tamafo de particula requerido por dispersion en vehiculos tales como, por ejemplo,
poliol liquido o lipidos; mediante el empleo de tensioactivos, tales como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa; o
combinaciones de tales métodos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, tales como, por
ejemplo, azucares, cloruro sédico o combinaciones de los mismos.

En determinadas realizaciones, las composiciones se preparan para administracion mediante tales vias como la
ingestion oral. En estas realizaciones, la composicion sélida puede comprender, por ejemplo, disoluciones,
suspensiones, emulsiones, comprimidos, capsulas (por ejemplo, capsulas de gelatina dura o blanda), formulaciones
de liberacion sostenida, composiciones bucales, pildoras, elixires, suspensiones, jarabes, obleas, o combinaciones
de las mismas. Las composiciones orales se pueden incorporar directamente en la comida de la dieta. Vehiculos
preferidos para la administracion oral comprenden diluyentes inertes, vehiculos comestibles asimilables o
combinaciones de los mismos. La composicion oral se puede preparar como un jarabe o elixir. Un jarabe o elixir,
puede comprender, por ejemplo, al menos un agente activo, un agente edulcorante, un conservador, un agente
saborizante, un colorante, un conservador o combinaciones de los mismos.

En determinadas realizaciones preferidas una composicion oral puede comprender uno o mas aglutinantes,
excipientes, agentes de disgregacion, lubricantes, agentes saborizantes, y combinaciones de los mismos. En
determinadas realizaciones, una composicion puede comprender uno o mas de los siguientes: un aglutinante, tal
como, por ejemplo, goma de tragacanto, acacia, almidon de maiz, gelatina o combinaciones de los mismos; un
excipiente, tal como, por ejemplo, fosfato dicalcico, manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina
sodica, celulosa, carbonato de magnesio o combinaciones de los mismos; un agente disgregante, tal como, por
ejemplo, almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico o combinaciones de los mismos; un lubricante, tal como,
por ejemplo, estearato de magnesio; un agente edulcorante, tal como, por ejemplo, sacarosa, lactosa, sacarina o
combinaciones de los mismos; un agente saborizante, tal como, por ejemplo, menta, aceite de gaulteria, saborizante
de cereza, saborizante de naranja, etc; o combinaciones de los mismos anteriormente mencionados. Cuando la
forma unitaria de dosificaciéon es una capsula, puede contener, en adiciéon a los materiales de los tipos anteriores,
vehiculos tales como un vehiculo liquido. Se pueden presentar otros materiales diferentes como recubrimientos o
para modificar la forma fisica de la dosis unitaria. Por ejemplo, comprimidos, pildoras, o capsulas se pueden recubrir
con laca, azticar o ambos.

Se pueden preparar disoluciones inyectables estériles mediante la incorporacion de compuestos activos en la
cantidad requerida en el disolvente adecuado opcionalmente con varios de otros ingredientes enumerados
anteriormente, como se requiere, seguido de esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan
mediante la incorporacién de varios ingredientes activos esterilizados en el vehiculo estéril que contiene el medio de
dispersion y/o los otros ingredientes. En el caso de los polvos estériles para la preparacion de disoluciones
inyectables estériles, suspensiones o emulsiones, los métodos preferidos de preparacion son el secado a vacio o
técnicas de secado por congelacion que producen un polvo del ingrediente activo mas los ingredientes adicionales
deseados a partir de un medio liquido del mismo estéril filtrado previamente. El medio liquido y el primer diluyente
isotonico liquido se deberian tamponar adecuadamente si es necesario con suero salino o glucosa antes de la
inyeccion. También se contempla la preparacion de composiciones altamente concentradas para la inyeccion
directa, donde se prevé el empleo de DMSO como disolvente para dar como resultado una penetracion
extremadamente rapida, repartiendo altas concentraciones de los agentes activos en un area pequefia.

Preferiblemente, una composicion de la divulgacion es estable bajo condiciones estandar de fabricacion y
almacenamiento, y se conserva contra la acciéon contaminante de los microorganismos, tales como las bacterias y
los hongos. Se apreciara que la contaminacion por endotoxinas se debera mantener minimamente a un nivel seguro,
por ejemplo, menos de 0,5 ng/mg de proteina.

En realizaciones particulares, la absorcion prolongada de una composicion inyectable se puede producir mediante
composiciones de la divulgacién que comprenden agentes que retrasan la absorcion, tal como, por ejemplo,
monoesterato de aluminio, gelatina o combinaciones de los mismos.

Nervios periféricos: Nervio cavernoso

El modelo de disfuncién eréctil de rata es un modelo estandar, aceptado y bien conocido de la lesién de nervio
periférico. En este planteamiento especifico, el nervio cavernoso se lesiona mediante compresién con férceps. Se
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puede emplear como modelo la misma compresion o lesion por aplastamiento en cualquier otro nervio periférico. En
el modelo de lesidon de nervio cavernoso el déficit funcional esta en la funcion eréctil. En vista de la fisiopatologia
uniforme y comun de la lesiéon de nervio traumatico, tal lesién de nervio cavernoso es un modelo excelente para la
lesion causada por prostatectomia, asi como un modelo general para todas las lesiones traumaticas del nervio
periférico.

Las lesiones de los nervios periféricos inducen cambios dentro de los cuerpos celulares de las neuronas sensoriales
localizadas en el ganglio de la raiz dorsal (DRG); estos cambios promueven la supervivencia y regeneracion axonal.
Bajo condiciones favorables, por ejemplo tras una lesion por aplastamiento, la mayoria de las fibras nerviosas se
regeneran satisfactoriamente. Sin embargo, en muchas circunstancias clinicamente relevantes, la lesion nerviosa
traumatica o causada por una enfermedad tiene un resultado pobre, con sélo una restitucion limitada de la funcion y
a menudo con un retardo considerable. En tales casos, se pueden desarrollar estados de dolor neuropatico o
cronico.

El dolor se asocia normalmente con lesion o dafio del nervio sensorial y da como resultado una proteccion e
inmovilizacién del area afectada. La nocicepcion (sefializacion neuronal subyacente de la sensacion del dolor) es,
por lo tanto, concomitante para los mecanismos y la promocién de la rapida curacién, aunque es desencadenante de
una experiencia sensorial y emocional desagradables. Sin embargo, en muchas situaciones patoldgicas, las
entradas nociceptivas puede dar como resultado cambios funcionales que son seriamente perjudiciales para el
organismo.

La lesion nerviosa da como resultado la alteracion de muchas de las propiedades de las neuronas aferentes
primarias y sus conexiones centrales en la médula espinal, conduciendo a la alodinia (la percepcién de dolor a partir
de un estimulo normalmente inocuo), hiperalgesia (una respuesta exagerada a cualquier estimulo doloroso) y una
expansion del campo receptivo (es decir, el area que esta “dolorida” cuando se aplica un estimulo). La mayoria de
las afecciones del dolor crénico surgen como resultado de una lesién bien al tejido nervioso central o periférico.

La impotencia, o también llamada disfuncion eréctil (ED, de sus siglas en inglés), es un problema comun que afecta
a 20 millones de hombres sélo en los Estados Unidos. La ereccion del pene es un fendmeno neurovascular que
depende tanto de la integridad neural como de los vasos sanguineos funcionales. En la estimulacion sexual, los
neurotransmisores (especialmente el éxido nitrico) se liberan de las terminaciones del nervio cavernoso y de las
células endoteliales. La consiguiente relajacion de las arterias y de los musculos lisos arteriales incrementa el flujo
arterial. La sangre capturada dentro del cuerpo cavernoso produce en el pene un estado erecto.

La lesion de nervio cavernoso a partir de las cirugias pélvicas radicales, tales como para el cancer de prostata,
vejiga o rectal, es una de las causas mas comunes de ED iatrogénica en este pais. La ED es la principal fuente de
morbilidad tras la prostatectomia radical. Por ejemplo, a pesar de la introduccion de técnicas quirdrgicas moderadas,
las tasas de eficacia postoperatoria oscilan entre 30% y 80% de los hombres que han sufrido procedimientos
moderados del nervio cavernoso bilateral para el cancer de prdstata confinado en el érgano (Wang, J Sex Med,
4:1085-97, 2007).

Hasta la fecha se han investigado varias estrategias neuromoduladoras; sin embargo, no existen tratamientos
disponibles bien para la neuroproteccion de los nervios cavernosos antes de, o en el mismo tiempo de la lesion, o
tratamientos para después de la lesion para provocar la regeneracion nerviosa (Michl et al., J Urol 176:227-31, 2006;
Burnett y Lue, J Urol 176:882-7, 2006). A pesar de las presentes modificaciones moderadas del nervio para terapias
quirdrgicas y de radiacion para neoplasias pélvicas, existe una necesidad de nuevas formas de preservar y restaurar
la funcién eréctil después del tratamiento.

Se ha visto un patron bien definido de cambios de células distales hacia el sitio de la lesion, progresion desde los
axones y degeneracion de la vaina de mielina, invasion de macrofagos, fagocitosis, y desdiferenciacion de células
Schwann hacia la formacion de bandas de Bungner. Estos cambios modifican el entorno del nervio lesionado y su
potencial para la regeneracion de los axones. La supervivencia neural se facilita por factores tréficos cuando los
axones cambian de un modo de ‘transmision’ a un modo de crecimiento, que expresan proteinas (GAP-43, tubulina,
actina), nuevos neuropéptidos, y citoquinas. Se requieren nuevas estrategias que mejoren el potencial de
crecimiento como soporte del nervio distal y no sean imprecisas en la capacidad de regeneracion neuronal (Fu y
Gordon, Mol Neurobiol. 14:67-116, 1997).

Ejemplos
Ejemplo 1: Uso de GGF2 para tratar la atrofia muscular tras la lesion de nervio periférico

El disefio general del estudio descrito en la presente memoria se ilustra en la Tabla 1 de a continuacion.
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Tabla 1. Diseino del Estudio

Grupo N° de | Lesion Vehiculo articulo | Nivel de | Volumen de | Via Periodo de tiempo
animales de ensayo Dosis Dosificacio
(mg/kg) n (ml/kg)
1 18 Lesion GGF2/Tampén 2,6 1 v 6 animales
durante 2
semanas 6
animales durante
4 semanas
6 animales
durante 6
semanas
2 18 Lesion Formulacion 0 1 Y 6 animales
Tampodn durante 2
semanas 6
animales durante
4 semanas
6 animales
durante 6
semanas
3 9 Simulacion NA 0 0 Y 3 animales
durante 2
semanas 3
animales durante
4 semanas
3 animales
durante 6
semanas

Para este estudio, se utilizaron ratas macho Spraque Drawley (CD) de 8-10 semanas de edad. Los animales se
distribuyeron al azar en varios grupos quirirgicos segun sus pesos corporales y posteriormente se sometieron a
lesién por aplastamiento del nervio ciatico a 8-10 mm préximo a la bifurcacion del nervio ciatico (Figura 1) o
recibieron cirugia de simulacién en la extremidad posterior derecha. Los animales con lesion por aplastamiento del
nervio ciatico se trataron con una dosis Unica en bolo de GGF2 (2,6 mg/kg, intravenosamente) o del vehiculo
veinticuatro horas después de la lesion y después dos veces a la semana durante la duracion del estudio. Los
cohortes de animales que representan todos los grupos de tratamiento se sacrificaron a las 2, 4 6 6 semanas
después de la lesion. Los animales se anestesiaron profundamente con ketamina/xilacina, y se sacrificaron mediante
perfusion transcardiaca de fosfato tamponado con suero salino seguido de perfusion de paraformaldehido 4%. Se
recogio, embebid y secciond en el sitio lesionado el musculo gastrocnemio lateral y el nervio ciatico distal. Se tifieron
secciones del musculo gastrocnemio lateral (3-5 pm) con hematoxilina y eosina (H&E), tincidn tricromica de Masson,
y toluidina azul para la evaluacion morfométrica de la fibrosis muscular y la distribucién del area seccional que
atraviesa las miofibras (Figura 2). Se observd un incremento significativo en la fibrosis después de la lesion por
aplastamiento en comparacion con los animales de simulacién. Se vio una reduccion en la fibrosis significativa en los
animales tratados con GGF2 en comparacion con los animales tratados con el vehiculo a las 4 y 6 semanas tras la
lesiéon. A las 6 semanas, la GGF2 redujo la fibrosis causada por la lesion a niveles cercanos a los normales en
comparacioén con el tratamiento del vehiculo.

Ademas, los nervios ciaticos distales se embebieron en plastico y se diseccionaron. Se tifieron secciones separadas
con H&E, luxol rapido, y toluidina azul para evaluar el grado de desmielinizacion tras la lesion por aplastamiento.
Especificamente, la Figura 3 muestra una serie de fotomicrografias (Trichrome 100X) de secciones de musculo
representativas a partir de los animales de simulacion [A], los tratados con el vehiculo [B], y los tratados con GGF2
[C] alas 2 y 6 semanas tras la lesion. En los animales de simulacion, los miofibras estaban dentro de los limites
normales a las 2 y 6 semanas después de la lesion. Tras la lesion por aplastamiento, habia un incremento en la
fibrosis y una reduccion del tamafio de las miofibras. El tratamiento con GGF2 redujo significativamente la fibrosis
muscular a las 4 y 6 semanas después de la lesion. Adicionalmente, hubo alguna mejora en el tamafo de las
miofibras en los animales tratados con GGF2 en comparacién con los animales tratados con el vehiculo.

Después de la lesiéon por aplastamiento del nervio, la fibrosis del musculo diana aumenté a lo largo del tiempo.
Ademas, la distribucion del tamarno de las miofibras dentro del misculo diana se desvia hacia areas menores de las
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secciones transversales en los animales con lesidon por aplastamiento en comparacion con los controles de
simulacion. El tratamiento con GGF2 redujo significativamente la fibrosis muscular en las 4 y 6 semanas después de
la lesion.

Ademas de estos efectos sobre la fibrosis, el tratamiento con GGF2 promovié un desplazamiento en el area de las
miofibras hacia un aumento de tamafio (es decir, mas que en los controles de simulacién) a las 4 y 6 semanas
después de la lesion (Figuras 4A-4C). Especificamente, la Figura 4 muestra la distribucion de las areas de las
miofibras en el musculo gastrocnemio lateral a las 2, 4 y 6 semanas después de la lesién. A las 2 semanas despues
de la lesion, la distribucion de ambos grupos lesionados por aplastamlento (promedio=1501-2000 um) eran
claramente diferentes del grupo de simulacién (promedio=3001-3500 pm ) A las 4 y 6 semanas, el grupo de
simulacién mostré un desplazamiento hacia la derecha hasta que las secciones superaron un area de 5000 pm La
media del grupo tratado con el vehiculo permanecioé en areas menores (2001-2500 um %). El tratamiento con GGF2
mejord S|gn|f|cat|vamente el tamafio de las miofibras a las 4 semanas (2501-3000 um?) y a las 6 semanas (3001-
3500 um ) respectivamente.

Ejemplo 2: GGF2 mejora la remielinizacion del nervio ciatico después de la lesion

El analisis preliminar de los nervios distales dafados mostré que la lesidbn por aplastamiento produce
desmielinizacion axonal a las 2, 4 y 6 semanas después de la lesion. Ademas, tras la lesién aparecid inflamacion
axonal, degeneracion Walleriana, inflamacion leve, y fibrosis entre los axones. Se observé un mayor dafio axonal
que en la mitad del haz nervioso en la seccion transversal. EIl GGF2 mejora la remielinizacion a las 4 y 6 semanas
en el nervio ciatico distal lesionado en comparacion de los controles tratados con el vehiculo.

Especificamente, la Figura 5 muestra un ensayo semi-cuantitativo de mielinizacion en la tincion proteina proteolipido
(PLP) del nervio ciatico. A las 2, 4, y 6 semanas, las secciones transversales del nervio ciatico estaban dentro de los
limites normales en los animales de simulacion. Habia una amplia variedad de lesiones con diferentes grados en los
grupos tratados con GGF2 y con el vehiculo; sin embargo, parecia que GGF2 reducia cualitativamente el grado de
desmielinizacién cuando se compara con los animales tratados con el vehiculo.

Ejemplo 3: Modelo de Rata de la Lesion de nervio Cavernoso

El modelo de rata de lesién de nervio cavernoso emplea normalmente la siguiente metodologia. Las ratas se
anestesian con isoflurano. Los animales se colocaron en una manta eléctrica para mantener la temperatura corporal
a 37°C. El abdomen se afeitd y se frotd con una disolucion antiséptica Clinidin (povidona yodada). En la cavidad
peritoneal se realiza una incisién en la linea media inferior del abdomen, exponiendo tanto el nervio cavernoso como
el ganglio pélvico principal (MPGs). Se causa la lesion de nervio cavernoso mediante aplastamiento del nervio
cavernoso con una pinza hemostatica durante dos minutos por lado. En los estudios relacionados con neuregulina,
se trataron dos grupos con neuregulina 48 horas antes de la lesion.

El modelo de aplastamiento de rata proporciona un descenso simple, reproducible y extremadamente fiable de la
funcién eréctil. Esta técnica se usa ampliamente y se han publicado varios estudios empleando esta técnica. No
existe la necesidad de ensayar la funcion eréctil después de la lesién por aplastamiento, es predecible que la funcion
eréctil disminuye, y normalmente, el ensayo funcional se realiza en aproximadamente 5 semanas después de la
lesion por aplastamiento.

Después de la lesién de nervio cavernoso la cavidad abdominal se cierra en dos capas con reaproximacion de los
musculos abdominales y la fascia (sutura absorbible) a través de 2-3 suturas discontinuas. La piel se cierra
empleando una sutura continua subcuticular (escondida) con un material se sutura no fibroso (PDS o cubierta vicryl).
Se proporcion6 de manera preventiva el analgésico buprenorfina (10 minutos antes de la finalizacion del
procedimiento) y cada 6-12 horas después de la operacién durante 48 horas para controlar el dolor.

En aproximadamente 5 semanas después de la operacion, las ratas se anestesiaron con ketamina (100 mg/kg IP) y
xilacina (5 mg/kg). La crura cavernosa se expone a través de la misma incision y se realizaron estudios funcionales
empleando una aguja de 23G insertada en la crura izquierda y conectada a un programa informatico
especificamente disefiado para medir las presiones intracavernosas. Antes de la medicién, los nervios cavernosos
se estimulan con un electrodo a 1,5 mA. La duracién del procedimiento de medicién es aproximadamente de 15
minutos. Las ratas se sacrificaron con un eutanasico intercardiaco antes de la recuperacion anestésica y se
recogieron los tejidos (nervios cavernosos, MPG, pene, prostata) para ensayos con microscopio optico y molecular e
histolégico.

En la Fig. 6 se presentan los datos de las presiones intracavernosas (ICP), la electroestimulacion de los nervios
cavernosos a las 5 semanas después de la lesion demostraron una conservacion significativa de la funcion del
nervio y del é6rgano final para ambos grupos tratados con neuregulina y era incluso mas significativo a dosis
mayores. Los datos se analizaron primero mediante mediciones ANOVA no repetidas con el ensayo de Bonferroni y
considerd significancia a p<0,05. Todos los resultados se expresan como la media +SEM. Los cambios se mejoraron
también significativamente cuando se normalizé a Presiones Adrticas como se muestra en la Fig.7.

Desde un punto de vista histoldgico, los datos indican que el tratamiento con NRG incrementa el nimero de fibras
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nerviosas intactas segun marcaje transportado de forma retrégrada de fluoro-oro en el MPG, y mejord la
conservacion de la sintasa de 6xido nitrico neuronal y de VaChT desde el nervio y los tejidos de musculo liso del
pene. Esto indica que existe un mecanismo de acciéon neuroprotector y neuroregenerativo. Desciende también la
apoptosis del musculo liso en comparacion con los animales con lesion por aplastamiento que no reciben ninguna
neuregulina.

Ejemplo 4: Métodos Histolégicos con Fluoro-Oro

Para realizar este protocolo, se realizé6 una inyeccion intracorporal de fluoro-oro 4%, y a la semana, se recolectaron
los tejidos del ganglio mayor pélvico (MPG), y se fijaron en paraformaldehido 4%, tampon fosfato 0,1 M, fijado
durante la noche y a continuaciéon se colocé en sacarosa 20%. Se realizaron secciones congeladas de 20 pm de
grosor. Se tomaron imagenes empleando una camara Infinity y un sistema de imagen, seguido de un analisis ciego
para el recuento de células mejoradas con fluoro-oro. Después, los portaobjetos con las muestras de MPG se
seleccionaron aleatoriamente (10 por animal) y se realizaron los recuentos celulares para determinar el nimero de
neuronas intactas. (Véase, por ejemplo, Dail, W. G., Trujillo, D., de la Rosa, D. y Walton, G.: Autonomic innervation
of reproductive organs: andlisis de las neuronas cuyos axones se proyectan en el nervio principal del pene en el
plexo pélvico de la rata. Anat Rec, 224: 94, 1989; Laurikainen A, Hiltunen J O, Vanhatalo S, Klinge E, Saarma M:
factor neurotréfico derivado de la linea celular glial expresado en el pene de la rata adulta y transportado de forma
retrégrada en los nervios parasimpaticos y sensoriales del pene. (Cell Tissue Res 2000, 302:321-9) [0081]. Por
tanto, esto era un protocolo de seguimiento retrégrado empleando fluoro-oro. Los resultados a partir de este
protocolo proporcionaron informacién que indica que el tratamiento con neuregulina ayuda en la regeneracion y re-
proyeccion a su diana (el cuerpo cavernoso del pene) y/o en la neuroproteccion de los nervios cavernosos.

Por consiguiente, se inyectd fluoro-oro en el érgano diana, en este caso, en el cuerpo del pene. Después, aparecio
la absorcion en los nervios terminales del 6rgano final. Esta absorcion indica que las fibras nerviosas se conservaron
y/o re-crecieron en el area inyectada. Una vez alli el fluoro-oro se absorbe, se transporta de una forma retrograda en
el axon del nervio y el marcaje se acumula en las neuronas originales del MPG (ganglio pélvico principal).

La Fig.8 muestra el marcaje de fluoro-oro representativo del ganglio pélvico principal (MPG) de los 3 animales por
grupo de tratamiento normal ((panel A), con aplastamiento (panel B), aplastamiento + GGF2 (panel C)). Los
animales del grupo normal (panel A) muestran la cantidad de marcaje retrégrado observado en ausencia de lesion
de nervio. Los animales con aplastamiento (panel B) demuestran la drastica reduccion en las fibras nerviosas
intactas a partir de la lesién, como el marcaje de fluoro-oro no es capaz de transportarse por todo el camino regresa
al MPG. Los animales con aplastamiento +GGF2 (panel C) muestran un incremento en el nimero de células del
MPG marcadas con fluoro-oro, indicando que hay presentes mas fibras nerviosas conservadas después de la lesion
como resultado del tratamiento con GGF2.

La Fig. 9 proporciona una cuantificacion del marcaje con fluoro-oro en el MPG. Los animales normales tienen un
gran numero de cuerpos celulares marcados en el MPG. Tras una lesion por aplastamiento el nimero de células
marcadas se reduce drasticamente, a consecuencia del dafio de la fibra nerviosa y de la incapacidad resultante para
transportar el marcaje de forma retrégrada, regresa al MPG. El tratamiento con GGF2 mejoré el nimero de fibras
nerviosas intactas disponibles para transportar el fluoro-oro desde el tejido del pene hasta el MPG de una manera
retrégrada, dando como resultado un mayor nimero de células marcadas.

Ejemplo 5: Inmunohistoquimica

Las criosecciones longitudinales de la porcidon proximal del cuerpo se tifid para nNos, VaChT. Todos los lavados se
realizaron con tampon tris que contiene triton-X 1%. El tejido se bloqued 1 hora con suero de cabra normal 5% y a
continuacioén se incubd toda la noche a 4°C con, respectivamente:

a) nNos (Sigma; 1/1000) o
b) VaChT (Abcam; 1/150) o
c) TH (Millipore; 1/5000).

Después de varios aclarados, las secciones se incubaron durante 1 hora en HRP de conejo anti-cabra y en HRP de
burro anti-cabra (1/1000) y después en una disolucion DAB que contiene sulfato de niquel amonio 0,2% y perdxido
de hidrogeno 0,03% durante 10 minutos. Después de un ultimo lavado, las secciones se deshidrataron, se aclararon
en xileno y se cubrieron con medio Permount (Fisher Scientific).

Tincién de nNos:

El oxido nitrico (NO) liberado de las terminaciones de los axones de los nervios cavernosos dentro del cuerpo
cavernoso, junto con el NO endotelial, causan la relajacién del musculo liso, iniciando los cambios hemodinamicos
de la ereccion del pene, asi como contribuyendo al mantenimiento de la tumescencia. Actualmente se sabe que el
regreso de la eficacia tras la lesion de los nervios cavernosos es dependiente, al menos en parte, de la regeneracion
axonal en los tejidos neuronales restantes y de la re-inervacion funcional exitosa del érgano final (permitiendo la
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activacion de NO neuronal). En el modelo animal de los estudios del pene se observan cambios patobioldgicos bien
conocidos tras la afectacion del nervio cavernoso. Estos cambios patobioldgicos pueden oscilar desde neuropraxia
hasta dafio axonal letal, y puede incluir apoptosis del musculo liso, apoptosis del endotelio, reduccion de la sintasa
de oxido nitrico (NOS), de la densidad nerviosa, regulacion al alza de citoquinas fibroproliferativas, tales como
factores de crecimiento de transformacion-beta (TGF-3), fibrosis o pérdida de musculo liso, o respuestas de
sefializacion patobioldgica, tal como alteracion de la proteina del homaologo sonic hedgehog.

Adicionalmente, se piensa que una ausencia crénica de ereccidon secundaria a una neuropraxia del nervio cavernoso
durante la fase de recuperacion prolongada, exacerba la posibilidad de otro deterioro estructural del musculo liso
cavernoso debido a un fallo del ciclo cavernoso normal entre los estados de flacidez y ereccion (Bella A J, Lin G,
Fandel T M, Hickling D R, Morash C, Lue T F. Nerve growth factor modulation of the cavernous nerve response to
injury. J Sex Med 6 Suppl 3:347-352, 2009).

Los niveles de nNOS cavernoso es un marcador bien establecido de la conservacion del nervio cavernoso. (Véase,
por ejemplo, onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1464-410X.2010.09364.x/full). Los resultados de este protocolo
indican un efecto neuroprotector y/o regenerativo después de la lesidn de nervio cavernoso bilateral en rata
producido segun el protocolo del Ejemplo 3.

La densidad de las tinciones resultantes (secciones corporales proximales representativas, 5 portaobjetos
seleccionados aleatoriamente, observador ciego basado en 5 animales por grupo) indican conservacion de nNOS en
las tinciones para los sujetos tratados con neuregulina.

La Fig.10 proporciona tinciones representativas de los niveles nNOS. La densidad de las tinciones indica la
presencia de nNOS. Los resultados de este trabajo incluyen tinciones del tejido normal (panel A). Por comparacion,
existe una pérdida significativa de la tincion de nNOS después de la lesidon por aplastamiento del nervio cavernoso
(panel B). La tincion conservada de nNOS de las terminaciones nerviosas del nervio cavernoso en el cuerpo del
pene demuestran tasas aumentadas en la supervivencia y/o regeneracion de los nervios cavernosos tras lesion por
aplastamiento con tratamiento de GGF2 (panel C). La densidad de las tinciones indican la conservacion de nNOS en
la tincion con tratamiento de GGF2.

Tincién del Transportador de Acetilcolina Vesicular (VaChT):

Las neuronas del ganglio pélvico que inervan el pene expresan los marcadores nNOS y de acetilcolina, mientras que
la inervacién noradrenérgica simpatica del pene se presenta sobre todo a través de la cadena simpatica y no
atraviesa los nervios del pene o el ganglio pélvico. Los resultados de este protocolo proporcionan informacion que
indica que el tratamiento con neuregulina ayuda en la regeneracion y re-proyecciLa densidad de las tinciones
resultantes (secciones corporales proximales representativas, 5 portaobjetos seleccionados aleatoriamente,
observador ciego basado en 5 animales por grupo) indican conservacion de VaChT en las tinciones de las ratas que
recibieron la GGF2.

La Fig. 12 proporciona la tincién inmunohistoquimica reperesentativa del transportador de acetilcolina vesicular
(VaChT). La densidad de las tinciones indica la presencia de VaChT. Los resultados incluyen la tincién normal (panel
A), y una pérdida significativa de la tincion de VaChT después de la lesion por aplastamiento del nervio cavernoso
(panel B). Por el contrario, la tincion de VaChT conservada de las terminaciones nerviosas en el cuerpo del pene
mostrada en el panel C demuestran tasas de supervivencia y/o de regeneracion de los nervios cavernoso después
de la lesién por aplastamiento tratada con GGF2 (panel C). La densidad de las muestras de tincion indican
conservacion de la tincién de VaChT con el tratamiento de GGF2.

Tincion TH:

La TH es un marcador de las fibras nerviosas adrenérgicas y se usa para mantener la conservacion del nervio en el
cuerpo. La porcidon proximal del cuerpo se criosecciond longitudinalmente y se tifi6 con anticuerpos primarios
presentados en contra del marcador de la sintesis de catecolamina, tirosina hidroxilasa (Impaired Cavernous
Reinnervation after Penile Nerve Injury in Rats with Features of the Metabolic Syndrome Matthew R. Nangle, BSc,
PhD, Joseph Proietto, MBBS, PhD, y Janet R. Keast, BSc, PhD J Sex Med 2009; 6:3032-3044).

La densidad de los resultados de las tinciones indican la presencia de TH. La densidad de los resultados de las
tinciones conseguidas en la actualidad (secciones corporales proximales representativas, 5 portaobjetos
seleccionados aleatoriamente, observador ciego basado en 5 animales por grupo) indican la conservacion de la
tincion de TH en los animales tratados con GGF2. La Fig. 11 proporciona niveles de la tincién representativa de
hidroxilasa tirosina (TH). Los resultados incluyen la tincion del tejido normal (panel A) y, una pérdida significativa de
la tincion de TH después de la lesion por aplastamiento del nervio cavernoso (panel B). El panel C muestra la tincion
conservada de las terminaciones del nervio cavernoso en el cuerpo del pene que corresponde a un incremento
general en la conservacion de la inervacion del pene tras la lesion por aplastamiento con el tratamiento de GGF2
(panel C). La densidad de la tincion muestran tendencias hacia la conservacion de la tincion de TH con el
tratamiento de GGF2.

Ejemplo 6: GGF2 es neuroprotector en la disfuncién eréctil causada por lesién de nervio cavernoso en un modelo de
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rata.

La disfuncién eréctil (ED) es una complicacion comun después de una prostatectomia radical. Esta reconocido que
es debido a una neuropatia eréctil; sin embargo, no existe un tratamiento eficaz. El factor de crecimiento glial 2
(GGF2) es un miembro de la familia de las neuregulinas de los factores de crecimiento que han demostrado proteger
las neuronas de la lesion y estimular su crecimiento en un intervalo de los modelos animales de neuropatia.
Nuestros datos previos sugieren que la GGF2 repartida subcutaneamente (sc) puede ser una terapia viable para la
lesion de nervio cavernoso (CN). En este estudio, se analizé un intervalo de dosis de GGF2 eficaz para recuperar la
funcion eréctil (EF) y examinar su efecto en la supervivencia del CN.

Ratas macho adultas (de media, peso de aproximadamente 325-350 gramos) se sometieron a lesion por
aplastamiento del nervio cavernoso bilateral (CN) (BCI) o a cirugia de simulacion (Control) y se dividieron en los
siguientes grupos (n=10-12/grupo, tratamiento farmacoldgico ciego): Control+vehiculo (Grupo A); Control+GGF2 (15
mg/kg) (grupo B); BCl+vehiculo (Grupo E); BCI+GGF2 (5 mg/kg) (Grupo C); BCI + GGF2 (15 mg/kg) (Grupo D). El
tratamiento con GGF2 se administré subcutaneamente (sc) 24 horas antes de la cirugia (12 dosis), 24 horas después
de la cirugia (22 dosis) y una vez a la semana hasta el final del estudio durante 5 semanas después de BCl o de la
cirugia de simulacién (de la 32 a la 72 dosis). Al final del tratamiento, se examiné la funcién eréctil (EF) mediante
monitorizacion de las respuestas de la presion intracavernosa (ICP) a estimulacion eléctrica del CN a 0,3, 1 y 4 volts.
Los CNs se procesaron para el andlisis y cuantificacion al microscopio electronico de las fibras nerviosas
desmielinizadas.

La Figura 13 muestra el incremento de los pesos corporales para cada grupo experimental de la primera a la ultima
dosis de GGF2 o vehiculo.

La EF descendio significativamente en los grupos con BCl+vehiculo y BCI+GGF2 (15 mg/kg) (p<0,05) pero no para
el grupo con BCI+GGF2 (5 mg/kg) (p>0,05) comparado con el grupo Control+vehiculo a 0,3 y 1 voltio (Figura 14A 'y
B). A 4 voltios, la EF descendio significativamente en ambos grupos BCI+GGF2 (5 y 15 mg/kg) en comparacion con
el grupo BCl+vehiculo (p>0,05), y no hubo diferencia con el grupo Control+vehiculo (p>0,05) (figura 14A y B). En el
grupo BCI+GGF2 (5 mg/kg), el nimero de células de Schwann denervadas sin fibras desmielinizadas era
significativamente menor que en el grupo de BCl+vehiculo (p<0,05), y el histograma de fibras nerviosas
desmielinizadas demostr6 un cambio hacia la derecha, indicando un incremento en el nimero de axones
desmielinizados por célula Schwann (Figura 15).

El tratamiento con GGF2 a 5 mg/kg sc, protegié de forma eficaz la EF en ratas tras la lesion por aplastamiento del
CN con un incremento en el niumero de fibras nerviosas desmielinizadas supervivientes. Estos resultados indican
que el GGF2 es un potente agente neuroprotector en la inervacion del pene y proporciona un nuevo enfoque
terapéutico para tratar o prevenir la ED después de una cirugia de préstata.

Ejemplo 7: Realizaciones Alternativas

La lesidon de nervio periférico puede aparecer en casi cualquier contexto quirdrgico. La probabilidad de la lesion
nerviosa se correlaciona con la localizacion y la extension de la diseccion del tejido en cualquier cirugia. Por
ejemplo, la cirugia de mastectomia tiene complicaciones frecuentes resultantes de la lesién de nervio periférico que
incluye la insensibilizacion de la axila y del brazo (por ejemplo, lesién de nervio intercostobraquial), aleteo de la
escapula (lesion a lo largo del nervio toracico), paralisis del musculo dorsal ancho (lesién de nervio toracodorsal).
(Véase Watt-Boolsen et al., 1988; Aitken y Minton, 1983).

Por consiguiente, la neuregulina se usa bien antes, después o tanto antes como después de la mastectomia para
limitar la lesidon de los nervios y/o mejorar la recuperacion de la funciéon del nervio periférico. A los pacientes
programados para someterse a una mastectomia se les trata aproximadamente 24 horas antes de la cirugia con una
cantidad apropiada de neuregulina. Opcionalmente, a los pacientes se les trata también durante un periodo de hasta
aproximadamente 6 semanas o mas después de la cirugia para mejorar la recuperacion neuronal. En realizaciones
alternativas, a los pacientes se les trata sélo antes o solo después de la cirugia. Como se indica en la presente
memoria, la neuregulina se usa para prevenir la lesidon nerviosa resultante de las cirugias de reseccion tumorales
(prostatectomia, mastectomia, tiroidectomia, etc). Cabe destacar que las neuregulinas se han implicado como
promotoras y como supresoras de la formacién y crecimiento de células tumorales (Atlas et al., 2003; Chua et al.,
2009). El tratamiento con neuregulina puede o no estar contraindicado en pacientes con determinados tumores. Las
neuregulinas se usan en pacientes con tumores ErbB positivos s6lo cuando hay suficientes estudios de seguridad
que demuestran que las neuregulinas no incrementan el crecimiento de tal tumor.

Por otra parte, el tratamiento de la lesion nerviosa a partir de una cirugia no se limita a la mastectomia y a la
prostatectomia. La lesidon de nervio aparece frecuentemente en cualquier cirugia que implica una diseccion y/o
reseccion significativa. Estas cirugias pueden incluir, pero no se limitan a, la cirugia de la extremidad superior,
cirugia de mano, cirugia/reemplazamiento de rodilla, cirugia/reemplazamiento de cadera, cirugia/reemplazamiento
de codo, diseccion del cuello para cirugia arterial y venosa, cirugia de tiroides, amigdalectomia, cirugia de mano y
pie. La lesion de nervio periférico es comun en la cirugia pélvica, cirugia abdominal y colorrectal. Las lesiones
nerviosas también aparecen en cirugias orales o faciales.
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Ademas de la lesion directa de los nervios a través de la diseccion y reseccion en la cirugia, la lesion de nervio
frecuentemente resulta de la compresion o estiramiento de los nervios durante la cirugia debido a la posicion del
paciente, compresion en puntos de contacto o por pafios, amarres, sujetadores, cintas u otro material que puede
comprimir el tejido. Esto se puede deber a resultados inevitables de la cirugia o al resultado de una técnica
inadecuada. Sea cual sea la ubicacion o la etiologia de la lesién de nervio periférico, se ha descubierto que las
neuregulinas previenen y/o tratan tal lesion.

En los seres humanos, los ensayos clinicos demostran con datos la eficacia de las NRG para la prevencion y el
tratamiento de la lesion de nervio periférico, a partir de la evaluacion de la funcién sensorial y/o motora de regiones
nerviosas frecuentemente afectadas en pacientes que se tratan con neuregulina o con un placebo control. Por
ejemplo, la insensibilidad de la axila se puede ensayar mediante métodos neurolégicos estandar de la funcion
sensorial que incluyen ensayos de alodinia, hiperalgesia, umbral o agudeza sensorial (dos puntos de discriminacion).
Estos métodos son estandar en el campo de la técnica. A los pacientes se les sigue durante un periodo de varios
meses después de la cirugia y se realizan comparaciones estadisticas entre los grupos de pacientes tratados con
neuregulinas y los tratados con un control. De conformidad con estas medidas, se descubrié que el tratamiento con
NRG antes y/o después de un evento quirdrgico previene y/o trata la lesion de nervio periférico evaluada.

También se evalian de una manera similar ensayos analogos a los anteriormente mencionados, para el estiramiento
motor, el campo de movimiento y el campo de coordinacion. De conformidad con estas medidas, se descubrié que el
tratamiento con NRG antes y/o después de un evento quirurgico previene y/o trata la lesion de nervio periférico que
da como resultado un deterioro del estiramiento motor, el campo de movimiento o el campo de coordinacion.

Ejemplo 8: Uso de GGF2 para disminuir el dolor neuropatico y/o mejorar la funciéon sensorial después de una lesion
de nervio periférico

El disefio general del estudio descrito en la presente memoria se ilustra en la Tabla 2 de a continuacion.

Tabla 2. Disefio del estudio

Grupo | N°de Lesion de Tratamiento | Nivel de Volumen de Vial Periodo de
animales | nervio ciatico Dosis Dosificacion Régimen | tiempo
(mg/kg)
1 12 Aplastamiento | GGF2/ 2,6 1 IV Dos 6 animales
. veces durante 2
Tampon por semanas
semana
6 animales
durante 6
semanas
2 12 Aplastamiento | Formulacién | 0 1 IV Dos 6 animales
Tampoén veces durante 2
por semanas
semana
6 animales
durante 6
semanas
3 12 Transeccion GGF2/ 2,6 1 IV Dos 6 animales
. veces durante 2
Tampon por semanas
semana
6 animales
durante 6
semanas
4 12 Transeccion Formulaciéon | 0 1 IV Dos 6 animales
Tampodn veces durante 2
por semanas
semana
6 animales
durante 6
semanas
5 6 Simulacion NA 0 0 NA 3 animales
durante 2
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Grupo | N°de Lesion de Tratamiento | Nivel de Volumen de Vial Periodo de
animales | nervio ciatico Dosis Dosificacion Régimen | tiempo
(mg/kg)
semanas
3 animales
durante 6
semanas

Para este estudio, se emplearon ratas macho Spraque Dawley (CD) de 8-10 semanas de edad. Los animales se
agruparon de manera aleatoria en grupos quirirgicos segun sus pesos corporales y se sometieron posteriormente
bien a una lesion de nervio ciatico izquierdo (aplastamiento o transeccion) a 8-10 mm préximo a la trifurcacion del
nervio ciatico (Figura 1) o bien se sometieron a una cirugia de simulacion en la pata posterior izquierda. Los
animales con lesion de nervio ciatico se trataron con una dosis Unica en bolo de GGF2 (2,6 mg/kg, via intravenosa) o
con el vehiculo veinticuatro horas después de la lesién y a continuacion dos veces por semana durante la duracion
del estudio. Se ensayaron los cohortes de los animales que representan todos los grupos de tratamiento para las
respuestas de comportamiento provocadas al inicio (referencia) inmediatamente antes de la cirugia y luego cada dos
semanas después hasta que se sacrificaron a las 2 6 6 semanas después de la lesién. Se evalud la sensibilidad
mecanica de la pata ipsilateral (nervio lesionado) usando filamentos de von Frey en donde se aplicé una serie de
estimulos tactiles escalonados en la base de la pata empleando filamentos calibrados para ejercer fuerzas
especificas. El umbral de la respuesta tactil (mecanica) se midié mediante el registro de la fuerza que causa que la
pata afectada se retire de manera brusca. Se promedié por grupo los umbrales mecanicos obtenidos alas 2, 4 y 6
semanas después de la lesion y se comparé en todos los tratamientos.

Se ensayo también la sensibilidad al frio de la pata ipsilateral antes y dos semanas después de la lesion de nervio o
de la cirugia de simulacion. Para enfriar de forma selectiva so6lo la pata posterior de las ratas, se colocaron
individualmente en camaras con una superficie del suelo elevado y perforado, y se aplico acetona (100 pL) a la pata
posterior. Los sujetos sensibles a este enfriamiento por evaporaciéon mostraron una rapida retirada/lamido de la pata
posterior. Se tomé como medida de sensibilidad al frio el porcentaje de respuestas positivas provocadas por cinco
aplicaciones secuenciales de acetona, separadas una de la otra por al menos 10 minutos. Se tomé la media por
grupo de las sensibilidades al frio después de la lesion obtenidas a las 2, 4 y 6 semanas y se comparoé en todos los
tratamientos.

Las ratas que se sometieron a una lesién parcial del nervio ciatico, tal como aplastamiento ciatico, a menudo
desarrollan sintomas de dolor neuropatico. Esto se ejemplifico en el presente estudio mediante la drastica reduccion
vista en los umbrales mecanicos de las ratas lesionadas por aplastamiento (Fig 16A). Cabe sefialar que las ratas
que se sometieron a cirugia de simulacién se mantuvieron a limites mecanicos de 15 g o superiores mientras que las
ratas lesionadas por aplastamiento tratadas con el vehiculo mostraron sensibilidades mecanicas consideradas por
estar en el intervalo de la alodinia. Se vio que el tratamiento con GGF2 de las ratas lesionadas por aplastamiento
mitiga ligeramente la gravedad de la alodinia mecanica. Se vio un patron similar en el ensayo de la sensibilidad al
frio después de la lesion por aplastamiento en donde las ratas tratadas con GGF2 mostraron un menor porcentaje
de respuesta al enfriamiento por evaporacion de acetona en comparacion con las ratas tratadas con el vehiculo (Fig
17A).

Las ratas que se sometieron a la lesién completa del nervio ciatico, como una transecciéon, muestran sintomas de
desaferentacion, tales como una pérdida completa de sensibilidad mecanica y al frio. Ademas, la falta de sensacion
aferente junto con las disestesias aparentes de forma ocasional genera comportamientos de auto-mutilacion
(autotomia o autofagia) dirigido hacia la extremidad denervada. En la transeccion ciatica de ratas, el tratamiento con
GGF2, al contrario que con el tratamiento del vehiculo, se vio que promovia faciimente el re-establecimiento de la
sensacion mecanica, sin producir alodinia (Fig 16B). Las sensibilidades de la pata al frio mejoré de forma similar
mediante el tratamiento con GGF2 después de la transeccion del nervio ciatico (Fig 17B) en comparacion con el
tratamiento con el vehiculo. Finalmente, pocas ratas mostraron autotomia por desaferentacién causada por la
transeccion cuando después de las 6 semanas de tratamiento con GGF2 (1 de 6 ratas) se compard con las 6
semanas de tratamiento con el vehiculo (2 de 6 ratas).
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende una cantidad eficaz de una neuregulina para uso en un método para
disminuir el dolor neuropatico en un sujeto que corre el riesgo de tener una lesion de nervio periférico
debido a un procedimiento quirdrgico.

Una composicion que comprende una cantidad eficaz de una neuregulina para uso en un método para
disminuir el dolor neuropatico en un sujeto que tiene una lesion de nervio periférico existente debido a un
procedimiento quirurgico.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde el nervio periférico es un nervio ciatico o
un nervio cavernoso, o en donde la lesién de nervio periférico da como resultado una disfuncién eréctil.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde el procedimiento quirdrgico es una
diseccion de un tejido o una reseccion de un tumor, en donde opcionalmente el tejido o tumor es un cancer,
preferiblemente en donde el cancer es un cancer sélido o en donde el cancer es un cancer de prostata o
mama.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde el procedimiento quirdrgico es una
cirugia pélvica, abdominal, o colorrectal.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde la lesion de nervio periférico es una
transeccion del nervio, un aplastamiento del nervio, o una desmielinizacion del nervio.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde en el método la composicion se
administra segun un régimen de dosificacion discontinuo.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 7, en donde el régimen de dosificacion discontinuo
comprende administrar la composicion a intervalos especificos, en donde opcionalmente

a) los intervalos especificos se seleccionan del grupo que consiste en cada 24 horas, cada 48 horas, y
cada 72 horas, o del grupo que consiste en al menos cada 24 horas, al menos cada 48 horas, y al
menos cada 72 horas, y preferiblemente en donde el régimen de dosificacion discontinuo continua
durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 1 semana,
aproximadamente 2 semanas. Aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 4 semanas,
aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 7 semanas,
aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 9 semanas, aproximadamente 10 semanas,
aproximadamente 11 semanas, y aproximadamente 12 semanas, o

b) el intervalo especifico es al menos una vez por semana, y preferiblemente en donde el régimen de
dosificacion discontinuo continua durante un periodo de tiempo que se selecciona del grupo que
consiste en aproximadamente 1 mes, aproximadamente 2 meses, o aproximadamente 3 meses.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 1 6 2, en donde la cantidad eficaz de neuregulina esta
entre aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal.

Una composicién para uso segun la reivindicacion 9, en donde la cantidad eficaz de neuregulina esta entre
aproximadamente 0,001 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 0,5 mg/kg de peso corporal.

Una composicion para uso segun la reivindicacion 9, en donde la neuregulina es GGF2, y en donde la
cantidad eficaz de GGF2 se selecciona de

a) de aproximadamente 0,06 mg/kg a aproximadamente 0,1 mg/kg,
b) de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 0,3 mg/kg,
c) de aproximadamente 0,3 mg/kg a aproximadamente 0,5 mg/kg,
d) de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 0,7 mg/kg,
e) de aproximadamente 0,7 mg/kg a aproximadamente 1,0 mg/kg,
f) de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 1,0 mg/kg, o

g) de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 1,5 mg/kg.
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(A) Normal (B) Aplastamiento  (C)Aplastamiento + GGF2
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