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DESCRIPCIÓN 
 
Proteínas NGAL mutantes y usos de las mismas 
 
Antecedentes 5 
 
NGAL (lipocalina 2) es una proteína pequeña con un peso molecular de aproximadamente 22 kD. NGAL se une a 
sideróforos de unión a hierro, tales como enteroquelina, con alta afinidad y por tanto quela y produce una circulación 
de hierro. Una vez producida en células, NGAL se secreta al espacio extracelular y se transporta al riñón donde 
pasa la barrera de filtración del glomérulo y entra en la orina primaria. Sin embargo, NGAL se reabsorbe entonces 10 
eficazmente por receptores de megalina localizados en el lado apical de los epitelios de los túbulos proximales. Una 
vez que la NGAL se reabsorbe y se somete a endocitosis, circula a los lisosomas y se degrada. Una vez degradada, 
cualquier hierro que transportara la NGAL al riñón se reabsorbe. 
 
Sumario de la invención 15 
 
La presente invención se basa, en parte, en el desarrollo de versiones mutantes de la proteína NGAL que no se 
reabsorben en el riñón y, por tanto, a diferencia de NGAL de tipo natural, se excretan en cantidades significativas en 
la orina. Como NGAL de tipo natural, estas formas mutantes de NGAL tienen la capacidad de unirse a sideróforos de 
unión a hierro, tales como enteroquelina. Por tanto, estos mutantes de NGAL pueden usarse para la circulación de 20 
hierro fuera del cuerpo facilitando su excreción en la orina. Como tales, las proteínas NGAL mutantes de la invención 
pueden usarse en el tratamiento de sobrecarga de hierro y enfermedades y trastornos asociados con sobrecarga de 
hierro. Además, las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen actividad bacteriostática y pueden usarse para 
tratar infecciones bacterianas de las vías urinarias. Estos y otros aspectos de la presente invención se describen en 
más detalle a continuación, y en otras secciones de esta solicitud. 25 
 
En una realización la presente invención proporciona una proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5 en la que la proteína NGAL mutante (a) puede unirse a un sideróforo, 
y (b) se excreta en la orina. 
 30 
En algunas realizaciones el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en la orina tras la administración 
sistémica de la proteína NGAL mutante a un sujeto es mayor que el % de proteína NGAL WT que se acumula en la 
orina tras la administración sistémica de proteína NGAL WT a un sujeto. En algunas realizaciones el % de la 
proteína NGAL mutante que se acumula en la orina tras la administración sistémica de la proteína NGAL mutante a 
un sujeto es mayor de 10 veces o mayor de 100 veces más que el % de proteína NGAL WT que se acumula en la 35 
orina tras la administración sistémica de proteína NGAL WT a un sujeto. En una realización el % de la proteína 
NGAL mutante que se acumula en la orina tres horas tras la administración sistémica de la proteína NGAL mutante a 
un sujeto es del 1% o más, o el 2% o más, o el 5% o más, o el 10% o más, o el 20% o más. Esto es 
significativamente superior al % de proteína NGAL WT que se acumula en la orina, normalmente sólo 
aproximadamente el 0,1% de NGAL WT que se administra a un sujeto se acumula de manera sistémica en la orina a 40 
lo largo del mismo periodo de tiempo. 
 
En algunas realizaciones la presente invención proporciona una secuencia de ácido nucleico que codifica para una 
proteína NGAL mutante. En algunas realizaciones la presente invención proporciona un vector de expresión que 
comprende una secuencia de ácido nucleico de este tipo operativamente unida a un promotor. La presente invención 45 
también proporciona células bacterianas y células de mamífero que expresan de manera estable tales ácidos 
nucleicos y que pueden ser útiles para la producción de proteínas NGAL mutantes recombinantes. 
 
La presente invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteínas NGAL 
mutantes de la invención y composiciones farmacéuticas que comprenden complejos de tales proteínas NGAL 50 
mutantes junto con un sideróforo, tal como enteroquelina, pirogalol, carboximicobactina, catecol o variantes de los 
mismos. 
 
La presente invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteínas NGAL 
mutantes de la invención para su uso en el tratamiento de sobrecarga de hierro en un sujeto que lo necesita. 55 
 
La presente invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteínas NGAL 
mutantes de la invención para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas de las vías urinarias en un sujeto 
que lo necesita. 
 60 
Estas y otras realizaciones de la invención se describen adicionalmente en las siguientes secciones de la solicitud, 
incluyendo la descripción detallada, los ejemplos, las reivindicaciones y los dibujos. 
 
Breve descripción de las figuras 
 65 
Figura 1. Alineación de proteína Ngal de ser humano (HsNgal; NP_005555 - NGAL humana WT - SEQ ID NO: 1), 
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ratón (MmNgal; NP_032517, SEQ ID NO: 17), rata (RnNgal; NP_570097, SEQ ID NO: 18), chimpancé (PtNgal, 
XP_001153985, SEQ ID NO: 14), bovino (BtNgal; XP_605012; SEQ ID NO: 16), perro (CfNgal; SEQ ID NO: 12), 
jabalí (SsNgal; SEQ ID NO: 13), mono rhesus (MamNgal, SEQ ID NO: 15) y caballo (Equus caballus (Ec) NGAL, 
SEQ ID NO: 11). La secuencia de proteína NGAL humana está en negrita, y los residuos de aminoácido sobre la 
superficie de proteínas NGAL están subrayados. ∆ y ◊ indican los residuos cargados positivamente conservados y 5 
no conservados (arginina [R], lisina [K] e histidina [H]) sobre la superficie de proteína Ngal funcional, 
respectivamente. Magenta: residuos cargados positivamente; azul: residuos cargados negativamente; rojo: residuos 
apolares e hidrófobos; verde: residuos polares e hidrófilos. 
 
Figura 2. Comparación de proteínas megalina de ser humano (SEQ ID NO: 19) y ratón (SEQ ID NO: 20). Las 10 
secuencias de las proteínas megalina de ser humano y ratón se alinearon usando ClustalW2 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/), y se mostró que compartían el 76% de identidad y el 87% de similitud, 
respectivamente. 
 
Figura 3. Examen de mutantes de NGAL que presentan acumulación específica en orina. (A). Los mutantes de 15 
NGAL se unen a enteroquelina (Ent) y 55Fe3+ formando un complejo. Se mezcló la proteína mutante Apo NGAL (4 
nmol) con 55Fe3+ y Ent de igual cantidad molar, y se incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 30 minutos. 
Entonces se lavó la mezcla durante 4 x 5 minutos en una columna de filtro con un punto de corte de 10K, y se 
calculó Ent-55Fe3+ unido a NGAL como porcentaje de 55Fe3+ total de partida. B-D. El complejo NGAL-Ent-55Fe3+ 
preparado se inyectó por vía intraperitoneal en ratones (hembra, 4 semanas), y se recogió la orina (B) durante 3 20 
horas en una jaula metabólica. Se disecaron el hígado (C) y los riñones (D) y se solubilizaron en NaOH 1 M y SDS al 
2% para el examen de la acumulación de 55Fe3+, expresada como un porcentaje del complejo NGAL-Ent-55Fe3+ total. 
 
Figura 4. Comparación de las estructuras de NGAL de tipo natural y la proteína NGAL mutante K3. (A). Se usó la 
estructura cristalina de proteína NGAL de tipo natural (número de registro: InglA.pdb) para predecir la estructura 25 
tridimensional de la proteína mutante K3 usando Swissmodel (http://swissmodel.expasy.org). Se predice que la 
organización del bolsillo de unión a Ent-hierro en la proteína K3 es muy similar al de en NGAL de tipo natural. (B). La 
proteína mutante K3 tiene menos residuos cargados positivamente (arginina, lisina o histidina) sobre su superficie en 
comparación con NGAL de tipo natural según la estructura tridimensional modelada. Se muestran los residuos 
cargados positivamente como moléculas de esferas y barras, y el color amarillo indica la superficie accesible al 30 
disolvente de la proteína NGAL. 
 
Figura 5. Porcentaje de recuperación de 55Fe3+ tras la inyección de proteínas mutantes NGAL complejadas con 
enteroquelina y 55Fe3+. Se calculó la cantidad de Ent-55Fe3+ unido a NGAL como porcentaje del 55Fe3+ total de 
partida. Se muestra la recuperación en la orina, el riñón, el pulmón, el bazo, el hígado y el corazón. D1 es SEQ ID 35 
NO: 32; B1 es SEQ ID NO: 24; K1 es SEQ ID NO: 7; K2 es SEQ ID NO: 3; K3 es SEQ ID NO: 2; K5 es SEQ ID NO: 
6; 15 es SEQ ID NO: 45. 
 
Figura 6. (A), izquierda: Enteroquelina:Fe. El sideróforo esencial de organismos Gram-negativos. Se compone de 
tres grupos catecol unidos entre sí por una estructura principal. El hierro (rojo) se une con una afinidad de 10-49 M. 40 
(B), derecha: Enteroquelina:Fe unido dentro del cáliz de la proteína Ngal con una afinidad de 0,4 nM. Los mutantes 
K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para 
los que se proporcionan las secuencias en el presente documento. 
 
Figura 7. Aclaramiento de Ngal mediante el túbulo proximal. Se introdujo Fl-Ngal en el peritoneo, y tras 1 hora se 45 
recogió el riñón. Se localizó Ngal en lisosomas del túbulo proximal. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes 
D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan las 
secuencias en el presente documento. 
 
Figura 8. Mientras que las transferencias de carga de ligando-metal entre Ent y Fe3+ (lmax = 498 nm) no se 50 
modificaron mediante la adición de proteína Ngal (obsérvese la coloración roja en los 2 tubos a la izquierda), 
catecol:Fe3+ se convertía de un complejo de FeL (azul, lmax = 575 nm) a un complejo de FeL3 (rojo, lmax= 498 nm) 
cuando se unía a Ngal (tubos de la derecha) y produjo un espectro idéntico a Ent:Fe. 
 
Figura 9. Se visualizó mediante autorradiografía la circulación de 55Fe unido a Ngal a través del suero hasta el 55 
riñón. Obsérvense los granos de plata negros en los túbulos proximales pero no en nefronas distales tras la 
introducción de Ngal:Ent:55Fe o Ngal:catecol:55Fe. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, 
D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el 
presente documento. 
 60 
Figura 10. Se recogió orina de ratones tanto de tipo natural como con deleción de megalina. Se detectó Ngal 
mediante inmunotransferencia usando anticuerpos policlonales anti-Ngal de ratón. Los mutantes K1 - K8 
representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se 
proporcionan las secuencias en el presente documento. 
 65 
Figura 11. Biopsia de riñón humano para detectar AKI teñido con anticuerpos anti-Ngal. Obsérvese la asociación de 
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NGAL con la cápsula de Bowman y con los endosomas apicales del túbulo proximal (tinción de color rojo-marrón). 
Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y 
D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el presente documento. 
 
Figura 12. Liberación de ligandos de Ngal como resultado de la acidificación. El pH bajo liberó 55Fe de complejos 5 
Ngal:catecol:FeIII pero no de Ngal:Ent:FeIII. La carga de FeIII a pH 7,0 se definió como el 100% del ensayo. El 
catecol difería significativamente de Ent (P=0,00012). Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, 
D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el 
presente documento. 
 10 
Figura 13. Parte superior: Inmunodetección de orina mediante inmunotransferencia de tipo Western de Ngal wt y 
mutante en la orina 3 h tras la inyección i.p. (80 mg). Parte del medio: El material de partida muestra la 
inmunotransferencia de proteínas NGAL WT y mutantes (100 ng) y la parte inferior SDS-Page y tinción de 
Coomassie. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-
1-4, WT-3 y D1-4-2. 15 
 
Figura 14. Actividad de retención de 55Fe3+ de Ngal:Ent de tipo natural y mutante. Los mutantes K1 - K8 
representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2. 
 
Figura 15. Determinación de la afinidad de sideróforo:hierro en complejo con Ngal de tipo natural. (A) Análisis de 20 
extinción de fluorescencia de Ngal con sideróforos (“L”) (B) o Ngal con FeIII-sideróforos (“FeL3”). Obsérvese que 
FeIII potencia drásticamente la afinidad de Ngal por diferentes catecoles. 2,3DHBA= Ent. Los mutantes K1 - K8 
representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se 
proporcionan las secuencias en el presente documento. 
 25 
Figura 16. Análisis de 55Fe3+ que se suministró mediante Ngal:Ent de tipo natural o mutante a orina de ratón. En 
esta figura K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-
4-2. 
 
Figura 17. Ngal quela eficazmente FeIII. Se detectó conversión de HPF en fluoresceína (ex. 490 nm, em. 515 nm) en 30 
presencia de catecol, hierroIII y H2O2 (línea negra), pero la adición de Ngal bloqueó esta reacción (línea gris); P<10-
5. Los mutantes K1 - K8 representan los mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 
y D1-4-2 para los que se proporcionan las secuencias en el presente documento. 
 
Figura 18. El mutante de Ngal K3 inhibe la actividad redox del hierro. Se detectaron radicales oxidativos producidos 35 
por Fe(III), catecol y H2O2 mediante una sonda fluorescente, 3’-(p-hidroxifenil)fluoresceína (HPF), y la producción de 
los radicales oxidativos se inhibió completamente por proteínas Ngal de tipo natural (WT) y K3. 
 
Figura 19. Muestra la alineación de aminoácidos y secuencias de NGAL WT (SEQ ID NO: 1) y mutante de NGAL K3 
(SEQ ID NO: 2). 40 
 
Figura 20. El tubo de la izquierda muestra que NGAL se une a catecol:Fe encontrado en la orina, generando un color 
rojo brillante. El tubo contiene la forma mutante K3 de NGAL que puede sortear el túbulo proximal y suministrar 
hierro o Apo-NGAL a la orina. Tubo de la derecha: Apo-Ngal. Estos datos muestran que la NGAL mutante K3 puede 
unirse a sideróforos tales como Ent:Fe y por tanto se predice que transporta hierro desde la sangre a la orina. 45 
 
Descripción detallada 
 
La presente invención se basa, en parte, en el desarrollo de versiones mutantes de la proteína NGAL que no se 
reabsorben en el riñón y, por tanto, a diferencia de NGAL de tipo natural, se excretan en la orina. Estas formas 50 
mutantes de NGAL tienen la capacidad de unirse a sideróforos de unión a hierro, tales como enteroquelina, y 
pueden usarse para la circulación de hierro fuera del cuerpo mediante excreción en la orina. Como tales, las 
proteínas NGAL mutantes de la invención pueden usarse en el tratamiento de sobrecarga de hierro y enfermedades 
y trastornos asociados con sobrecarga de hierro. Además, las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen 
actividad bacteriostática y pueden usarse para tratar infecciones de las vías urinarias. Por tanto, la presente 55 
invención proporciona proteínas NGAL mutantes, composiciones farmacéuticas que comprenden tales proteínas 
NGAL mutantes, o bien solas o bien complejadas con sideróforos, y el uso de tales proteínas NGAL mutantes y 
composiciones en el tratamiento de diversos trastornos y enfermedades, tales como en el tratamiento de trastornos 
asociados con sobrecarga de hierro y en el tratamiento de infecciones bacterianas de las vías urinarias. Estos y 
otros aspectos de la presente invención se describen más completamente a continuación, y también en otras 60 
secciones de esta solicitud. 
 
ABREVIATURAS Y DEFINICIONES 
 
La abreviatura “NGAL” se refiere a lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos (Neutrophil Gelatinase Associated 65 
Lipocalin). NGAL también se denomina en la técnica lipocalina de neutrófilos humana, siderocalina, proteína 
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relacionada con a-microglobulina, Scn-NGAL, lipocalina 2, 24p3, proteína superinducible 24 (SIP24), uterocalina y 
lipocalina relacionada con neu. Estos nombres alternativos para NGAL pueden usarse de manera intercambiable en 
el presente documento. A menos que se establezca otra cosa, el término “NGAL”, tal como se usa en el presente 
documento, incluye cualquier proteína NGAL, fragmento o mutante. En algunas realizaciones la proteína NGAL es 
NGAL humana de tipo natural. En otras realizaciones la proteína NGAL es una proteína NGAL mutante. 5 
 
La abreviatura hNGAL se refiere a NGAL humana. 
 
La abreviatura “WT” se refiere a tipo natural, tal como una secuencia de aminoácidos o nucleótidos de tipo natural. 
 10 
Tal como se usa en el presente documento el término “aproximadamente” se usa en el presente documento 
queriendo decir de manera aproximada, más o menos, alrededor o en la región de. Cuando se usa el término 
“aproximadamente” conjuntamente con un intervalo numérico, modifica ese intervalo extendiendo los límites por 
encima y por debajo de los valores numéricos expuestos. En general, el término “aproximadamente” se usa en el 
presente documento para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor establecido en una varianza 15 
del 20 por ciento arriba o abajo (superior o inferior). 
 
NGAL 
 
NGAL es una proteína pequeña con un peso molecular de aproximadamente 22 kD y es una proteína de unión a 20 
sideróforos. Un sideróforo es una molécula orgánica que se une a y quela hierro. Las bacterias producen el 
sideróforo enteroquelina, y los mamíferos expresan de manera endógena una molécula de tipo similar, pero más 
sencilla, denominada catecol. La enteroquelina tiene una afinidad extremadamente alta por el hierro, y NGAL de tipo 
natural tiene una alta afinidad por el complejo de enteroquelina-hierro. El complejo de enteroquelina-hierro-NGAL es 
insensible al pH y el hierro unido es inactivo redox. Por tanto el hierro unido a tales complejos de NGAL no está 25 
disponible para catalizar la formación de radicales de oxígeno, haciendo que NGAL sea un quelante de hierro ideal 
para su uso in vivo. 
 
NGAL, y una vez producida en las células, se secreta al espacio extracelular y se aclara rápidamente por el riñón 
con una semivida de 10 minutos. Los niveles en suero y orina de la proteína pueden llegar a ser muy altos en varios 30 
modelos de enfermedad. La proteína NGAL se transporta al riñón de seres humanos sanos y puede pasar la barrera 
de filtración de los glomérulos (el tamaño de corte de la filtración es de aproximadamente 70 kD) entrando en la 
orina primaria, pero luego se reabsorbe eficazmente NGAL mediante receptores megalina o megalina-cubilina-
cubilina localizados en el lado apical de los epitelios de los túbulos proximales. La megalina es un receptor universal 
con amplia especificidad de sustrato y se expresa en la superficie apical de los túbulos proximales del riñón en 35 
donde está implicada en la reabsorción de proteínas. La unión de la megalina a sus sustratos está mediada por 
interacciones iónicas, y sus dominios de unión a sustrato cargados negativamente pueden unirse eficazmente a las 
superficies cargadas positivamente de proteínas en el filtrado urinario. Una vez absorbida y sometida a endocitosis, 
NGAL circula a los lisosomas, en donde se degrada. Una vez degradada, se reabsorbe el hierro que transporta 
NGAL al riñón. 40 
 
MUTANTES DE NGAL 
 
La presente invención proporciona proteínas NGAL mutantes, incluyendo, pero sin limitarse a, las que se han 
mutado para eliminar residuos cargados positivamente que pueden estar implicados en la interacción con megalina. 45 
Como NGAL WT, los mutantes de NGAL de la invención tienen alta afinidad por complejos enteroquelina-hierro pero 
parecen tener una afinidad significativamente reducida por megalina (tabla 1). Por tanto, en vez de reabsorberse 
mediante un mecanismo mediado por receptor megalina en el riñón, los mutantes de NGAL de la invención, y 
complejos de estos mutantes con enteroquelina y hierro, no se reabsorben eficazmente en el riñón y en su lugar se 
excretan en la orina. Las proteínas NGAL mutantes de la invención pueden usare por tanto para eliminar 50 
eficazmente el hierro excesivo del cuerpo y que circule a la orina en una forma inactiva redox segura. Además, 
informes previos han mostrado que NGAL-enteroquelina-hierro tiene poca o ninguna toxicidad química o celular, 
sugiriendo que podría usarse de manera segura terapéuticamente, por ejemplo en el tratamiento terapéutico de 
enfermedades y trastornos asociados con sobrecarga de hierro, tales como hemocromatosis. 
 55 
Los términos “proteína NGAL mutante” y “mutante de NGAL” tal como se usan en el presente documento, se refieren 
a una proteína o una secuencia de aminoácidos que difiere en uno o más aminoácidos de la secuencia de 
aminoácidos de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1, véase la secuencia de HsNGAL en la figura 1). 
 
Se dan a conocer proteínas NGAL mutantes que pueden tener uno o más cambios “no conservativos”, en las que un 60 
aminoácido dado se sustituye por otro aminoácido que tiene propiedades estructurales o químicas diferentes. En 
varias realizaciones se mutan residuos de lisina, arginina y/o histidina básicos/cargados positivamente sobre la 
superficie de la proteína NGAL, tales como los que interaccionan con megalina, sustituyendo estos residuos con 
residuos no básicos/no cargados positivamente. Estos son cambios no conservativos. Por ejemplo, en varias 
realizaciones, se sustituyen residuos de lisina (Lys - K), arginina (Arg - R) y/o histidina (His - H) básicos/cargados 65 
positivamente, tales como aquellos sobre la superficie de la proteína NGAL que pueden estar implicados en la 
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interacción con megalina, por residuos no básicos/no cargados positivamente tales como alanina (Ala - A), 
asparagina (Asn - N), ácido aspártico (Asp - D), cisteína (Cys - C), glutamina (Gln - Q), ácido glutámico (Glu - E), 
glicina (Gly - G), isoleucina (Ile - I), leucina (Leu - L), metionina (Met - M), fenilalanina (Phe - F), prolina (Pro - P), 
serina (Ser - S), treonina (thr - T), triptófano (Trp - W), tirosina (Tyr - Y) y valina (Val - V). En algunas realizaciones, 
se sustituyen residuos de lisina, arginina y/o histidina básicos/cargados positivamente por residuos cargados 5 
negativamente tales como ácido aspártico (Asp - D) y ácido glutámico (Glu - E). 
 
En algunas realizaciones las proteínas NGAL mutantes pueden tener uno o más cambios “conservativos”, en los que 
un aminoácido dado se sustituye por otro aminoácido que tiene propiedades estructurales o químicas similares. Por 
ejemplo, en algunas realizaciones es deseable o bien dejar los residuos de NGAL que están implicados en la 10 
interacción con el sideróforo intactos o bien realizar sólo cambios conservativos en esos residuos. Pueden hacerse 
otras diversas sustituciones de aminoácidos conservativas en toda la proteína NGAL, tales como sustituciones de 
aminoácidos conservativas que no destruyen la capacidad de los mutantes de NGAL para transportar hierro fuera 
del cuerpo. Un tipo de sustitución de aminoácido conservativa se refiere a la capacidad de intercambio de residuos 
que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas 15 
es glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo 
alifáticas es serina y treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es 
asparagina y glutamina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina y 
triptófano; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo 
de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Grupos de sustitución 20 
conservativa de aminoácidos útiles son: valina leucina isoleucina, fenilalanina tirosina, lisina arginina, alanina valina, 
y asparagina glutamina. 
 
Las proteínas NGAL mutantes pueden contener diversas mutaciones (incluyendo adiciones, deleciones y 
sustituciones) además de las mutaciones de residuos específicos expuestas en el presente documento (a 25 
continuación), incluyendo, por ejemplo, adiciones en o deleciones de los extremos N- y/o C-terminales de los 
mutantes de NGAL. Cualquiera de tales mutaciones puede hacerse hasta el grado de que no afecte de manera 
adversa a la capacidad de los mutantes de NGAL para unirse a un sideróforo, para transportar hierro y/o para 
excretarse en la orina. 
 30 
En realizaciones adicionales, los mutantes de NGAL pueden comprender uno o más aminoácidos que no se 
producen de manera natural. Los aminoácidos no naturales, tales como los que contienen grupos funcionales de 
cadena lateral únicos incluyendo halógenos, hidrocarburos insaturados, heterociclos, silicio y unidades 
organometálicas, pueden ofrecer ventajas en la mejora de la estabilidad de las proteínas. Muchos de tales 
aminoácidos que no se producen de manera natural se conocen. Tales aminoácidos que no se producen de manera 35 
natural pueden usarse en los mutantes de NGAL dados a conocer en el presente documento. 
 
En determinadas realizaciones, los mutantes de NGAL pueden tener un determinado % de identidad con respecto a 
NGAL humana WT o con respecto a algún otro mutante de NGAL. Los siguientes términos se usan para describir las 
relaciones de secuencia entre dos o más polinucleótidos o secuencias de aminoácidos: “identidad de secuencia”, 40 
“porcentaje de identidad de secuencia” e “identidad”. Estos términos se usan según su significado habitual en la 
técnica. El porcentaje de identidad de secuencia se mide con referencia a una secuencia de referencia. El término 
“identidad de secuencia” significa que dos secuencias de polinucleótidos o de aminoácidos son idénticas (es decir, 
en una base de nucleótido a nucleótido). El término “porcentaje de identidad de secuencia” se calcula comparando 
dos secuencias óptimamente alineadas, determinando el número de posiciones en las que aparece el aminoácido o 45 
base de ácido nucleico idéntico en ambas secuencias para dar el número de posiciones coincidentes, dividiendo el 
número de posiciones coincidentes entre el número total de posiciones, y multiplicando el resultado por 100 para dar 
el porcentaje de identidad de secuencia. 
 
Trece residuos de superficie positivos no conservados en NGAL 50 
 
La proteína NGAL contiene trece residuos de aminoácido de superficie básicos/positivos que no están conservados 
entre las especies, concretamente los residuos Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 74, Lys 75, Lys 
98, His 118, Arg 130, Lys 149 e His 165. Los datos presentados en la presente solicitud demuestran que las 
mutaciones de diversas combinaciones de estos trece residuos de aminoácido da como resultado la generación de 55 
mutantes de NGAL que, como NGAL WT, tienen la capacidad de unirse a enteroquelina-hierro pero, a diferencia de 
NGAL WT, no se reabsorben eficazmente en el riñón. Tales mutantes de NGAL, cuando se complejan con un 
sideróforo tal como enteroquelina, pueden usarse para transportar el hierro en exceso fuera del cuerpo facilitando su 
excreción en la orina. Tales mutantes de NGAL pueden tener también actividad bacteriostática y pueden usarse para 
tratar infecciones bacterianas de las vías urinarias. 60 
 
Se dan a conocer proteínas NGAL mutantes que comprenden, consisten en o consisten esencialmente en 
secuencias de aminoácidos que se basan en la secuencia de aminoácidos de NGAL humana WT, o un fragmento de 
la misma, pero que contienen una o más mutaciones. En una realización, se da a conocer un mutante de NGAL que 
tiene, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce o las trece de las siguientes posiciones de 65 
aminoácido mutadas en comparación con NGAL humana WT: Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 
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74, Lys 75, Lys 98, His 118, Arg 130, Lys 149 e His 165. En algunas realizaciones cinco o más de las trece 
posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas 
realizaciones seis o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con 
NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están 
mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones ocho o más de las trece posiciones de 5 
aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o 
más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En 
algunas realizaciones diez o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en 
comparación con NGAL humana WT. 
 10 
En una realización los residuos de aminoácido mutados se delecionan. En otra realización los residuos de 
aminoácido mutados se sustituyen por un aminoácido no cargado positivamente (es decir, una sustitución no 
conservativa). En otra realización los residuos de aminoácido mutados se sustituyen por un aminoácido cargado 
negativamente (es decir una sustitución no conservativa). En otra realización el mutante de NGAL puede 
comprender cualquier combinación de tales mutaciones, es decir puede estar presente cualquier combinación de 15 
deleciones, sustituciones para aminoácidos no cargados positivamente, o sustituciones para aminoácidos cargados 
negativamente en uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho nueve, diez, once, doce cualesquiera o los trece de 
los residuos de aminoácido enumerados anteriormente. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no 
están mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más 
preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-20 
enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, 
fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se 
realizan sustituciones conservativas. 
 
En una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 15 por un 25 
aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Ser (S). En una realización preferida se da a conocer un 
mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 46 por un aminoácido cargado negativamente, incluyendo, pero sin 
limitarse a, Glu (E). En una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 
50 por un aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Thr (T). En una realización preferida se da a 
conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 59 por un aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin 30 
limitarse a, Gln (Q). En una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 
62 por un aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Gly (G). En una realización preferida se da a 
conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 73 por un aminoácido cargado negativamente, 
incluyendo, pero sin limitarse a, Asp (D). En una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el 
que se sustituye Lys (K) 74 por un aminoácido cargado negativamente, incluyendo, pero sin limitarse a, Asp (D). En 35 
una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 75 por un aminoácido 
alifático, incluyendo, pero sin limitarse a, Gly (G). En una realización preferida la presente invención proporciona un 
mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 98 por un aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, 
Gln (Q). En una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye His (H) 118 por un 
aminoácido apolar, incluyendo, pero sin limitarse a, Phe (F). En una realización preferida se da a conocer un 40 
mutante de NGAL en el que se sustituye Arg (R) 130 por un aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, 
Gln (Q). En una realización preferida se da a conocer un mutante de NGAL en el que se sustituye Lys (K) 149 por un 
aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, Gln (Q). En una realización preferida se da a conocer un 
mutante de NGAL en el que se sustituye His (H) 165 por un aminoácido no cargado, incluyendo, pero sin limitarse a, 
Asn (N). 45 
 
Se da a conocer un mutante de NGAL que comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de 
aminoácidos que es al menos el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el 
90%, o al menos el 95%, o al menos el 98% idéntica a la secuencia de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1), o un 
fragmento de la misma, en el que uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce o los trece 50 
residuos de entre Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 74, Lys 75, Lys 98, His 118, Arg 130, Lys 149 e 
His 165 se delecionan o se sustituyen por un aminoácido no cargado positivamente, tal como un aminoácido 
cargado negativamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de 
excreción en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o presenta un 
nivel de reabsorción inferior en el túbulo proximal del riñón en comparación con NGAL humana WT, y/o (c) no es un 55 
sustrato para la reabsorción en el riñón mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina-cubilina, 
y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene menos 
residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparación con NGAL humana WT, 
y en el que el mutante de NGAL también (i) puede unirse a un sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un sideróforo 
complejado con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a enteroquelina 60 
y/o (iv) tiene actividad bacteriostática. En algunas realizaciones cinco o más de las trece posiciones de aminoácido 
enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis o más de las 
trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas 
realizaciones siete o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con 
NGAL humana WT. En algunas realizaciones ocho o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están 65 
mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o más de las trece posiciones de 
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aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o 
más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En 
realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no están mutados (es decir, tienen la misma secuencia de 
aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más preferiblemente todos, de los siguientes residuos de 
aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, 5 
serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 
133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se realizan sustituciones conservativas. 
 
Los mutantes de NGAL de la invención incluyen los que comprenden la secuencia de mutantes K2, K3, I1 e I3 
(véase la tabla 2). 10 
 
En una realización, la presente invención proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del 
mutante de NGAL K3 (SEQ ID NO. 2), en el que los residuos 15, 46, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 165 difieren 
cada uno de la secuencia de NGAL humana WT y son cada uno aminoácidos no cargados positivamente, y en el 
que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excreción en la orina que NGAL 15 
humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o presenta un nivel de reabsorción inferior en el 
túbulo proximal del riñón en comparación con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorción en el 
riñón mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor 
megalina-cubilina en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados positivamente sobre su 
superficie accesible al disolvente en comparación con NGAL humana WT, y en el que el mutante de NGAL también 20 
(i) puede unirse a un sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un sideróforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una 
estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostática. En 
algunas realizaciones cinco o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en 
comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis o más de las trece posiciones de aminoácido 
enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete o más de las 25 
trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas 
realizaciones ocho o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con 
NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están 
mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o más de las trece posiciones de 
aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En realizaciones preferidas tales 30 
mutantes de NGAL no están mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), 
en uno o más, o más preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la 
interacción NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 
100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos 
residuos sólo se realizan sustituciones conservativas. 35 
 
En otra realización, la presente invención proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del 
mutante de NGAL K2 (SEQ ID NO. 3), en el que los residuos 15, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 165 difieren cada 
uno de la secuencia de NGAL humana WT y son cada uno aminoácidos no cargados positivamente, y en el que el 
mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excreción en la orina que NGAL humana 40 
WT, y/o (b) no se reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o presenta un nivel de reabsorción inferior en el túbulo 
proximal del riñón en comparación con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorción en el riñón 
mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el 
receptor megalina-cubilina-cubilina en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados 
positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparación con NGAL humana WT, y en el que el 45 
mutante de NGAL también (i) puede unirse a un sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un sideróforo complejado con 
hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a enteroquelina y/o (iv) tiene 
actividad bacteriostática. En algunas realizaciones cinco o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas 
están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis o más de las trece posiciones 
de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete 50 
o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. 
En algunas realizaciones ocho o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en 
comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o más de las trece posiciones de aminoácido 
enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o más de las 
trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En 55 
realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no están mutados (es decir, tienen la misma secuencia de 
aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más preferiblemente todos, de los siguientes residuos de 
aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, 
serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 
133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se realizan sustituciones conservativas. 60 
 
En otra realización, la presente invención proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del 
mutante de NGAL I3 (SEQ ID NO. 4), en el que los residuos 62, 73, 74, 75 y 98 difieren cada uno de la secuencia de 
NGAL humana WT y son cada uno aminoácidos no cargados positivamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se 
excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excreción en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se 65 
reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o presenta un nivel de reabsorción inferior en el túbulo proximal del riñón 
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en comparación con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorción en el riñón mediante un 
mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-
cubilina-cubilina en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados positivamente sobre su 
superficie accesible al disolvente en comparación con NGAL humana WT, y en el que el mutante de NGAL también 
(i) puede unirse a un sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un sideróforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una 5 
estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostática. En 
algunas realizaciones cinco o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en 
comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones seis o más de las trece posiciones de aminoácido 
enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete o más de las 
trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas 10 
realizaciones ocho o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con 
NGAL humana WT. En algunas realizaciones nueve o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están 
mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o más de las trece posiciones de 
aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En realizaciones preferidas tales 
mutantes de NGAL no están mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), 15 
en uno o más, o más preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la 
interacción NGAL-enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 
100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos 
residuos sólo se realizan sustituciones conservativas. 
 20 
En otra realización, la presente invención proporciona un mutante de NGAL que comprende la secuencia del 
mutante de NGAL I1 (SEQ ID NO. 5), en el que los residuos 15, 73, 74, 75 y 130 difieren cada uno de la secuencia 
de NGAL humana WT y son cada uno aminoácidos no cargados positivamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) 
se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de excreción en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se 
reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o presenta un nivel de reabsorción inferior en el túbulo proximal del riñón 25 
en comparación con NGAL humana WT, y/o (c) no es un sustrato para la reabsorción en el riñón mediante un 
mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina 
en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene menos residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible 
al disolvente en comparación con NGAL humana WT, y en el que el mutante de NGAL también (i) puede unirse a un 
sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un sideróforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional 30 
conservada del bolsillo de unión a enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostática. En algunas realizaciones 
cinco o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana 
WT. En algunas realizaciones seis o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en 
comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones siete o más de las trece posiciones de aminoácido 
enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas realizaciones ocho o más de las 35 
trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con NGAL humana WT. En algunas 
realizaciones nueve o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están mutadas en comparación con 
NGAL humana WT. En algunas realizaciones diez o más de las trece posiciones de aminoácido enumeradas están 
mutadas en comparación con NGAL humana WT. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no están 
mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más 40 
preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-
enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, 
fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se 
realizan sustituciones conservativas. 
 45 
En realizaciones adicionales los mutantes de NGAL descritos anteriormente tienen mutaciones en uno o más de los 
trece residuos de superficie positivos/básicos no conservados, pueden tener también mutaciones en uno o más de 
los cinco residuos de superficie positivos/básicos conservados a continuación, o una o más de las otras mutaciones 
descritas en otras secciones posteriores de esta descripción detallada. 
 50 
Cinco residuos de superficie positivos/básicos conservados en NGAL 
 
La proteína NGAL contiene cinco residuos de aminoácido de superficie básicos/positivos que están conservados 
entre las especies ser humano, rata, ratón, chimpancé, vaca, perro, jabalí y mono rhesus, concretamente los 
residuos Arg(R) 43, Arg(R) 72, Arg(R) 140, Lys(K) 142, y Lys(K) 157. Se dan a conocer mutantes de NGAL que 55 
tienen una, dos, tres, cuatro o las cinco de estas posiciones de aminoácido mutadas en comparación con NGAL 
humana WT. En una realización el residuo o residuos de aminoácido mutados se delecionan. En otra realización el 
residuo o residuos de aminoácido mutados se sustituyen por un aminoácido no cargado positivamente (es decir, un 
cambio no conservativo). En otra realización el residuo o residuos de aminoácido mutados se sustituyen por un 
aminoácido cargado negativamente (es decir, un cambio no conservativo). En otra realización el mutante de NGAL 60 
puede comprender cualquier combinación de tales mutaciones, es decir puede proporcionarse cualquier 
combinación de deleciones, sustituciones por aminoácidos no cargados positivamente o sustituciones por 
aminoácidos cargados negativamente en uno, dos, tres, cuatro o cinco de los residuos de aminoácido enumerados 
anteriormente. 
 65 
Se da a conocer un mutante de NGAL que comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de 
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aminoácidos que es al menos el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el 
90%, o al menos el 95%, o al menos el 98% idéntica a la secuencia de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1), o un 
fragmento de la misma, en el que uno, dos, tres, cuatro o los cinco residuos de entre (R) 43, Arg(R) 72, Arg(R) 140, 
Lys(K) 142 y Lys(K) 157 se delecionan o se sustituyen por un aminoácido no cargado positivamente, tal como un 
aminoácido cargado negativamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor 5 
nivel de excreción en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o 
presenta un nivel de reabsorción inferior en el túbulo proximal del riñón en comparación con NGAL humana WT, y/o 
(c) no es un sustrato para la reabsorción en el riñón mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-
cubilina, y/o (d) tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene 
menos residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparación con NGAL 10 
humana WT, y en el que el mutante de NGAL también (i) puede unirse a un sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un 
sideróforo complejado con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a 
enteroquelina y/o (iv) tiene actividad bacteriostática. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no están 
mutados (es decir, tienen la misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más 
preferiblemente todos, de los siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-15 
enteroquelina: asparagina 39, alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, 
fenilalanina 123, lisina 125, tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se 
realizan sustituciones conservativas. 
 
En realizaciones adicionales los mutantes de NGAL descritos en esta sección que tienen mutaciones en uno o más 20 
de los cinco residuos de superficie positivos/básicos conservados, también pueden tener mutaciones en uno o más 
de los trece residuos de superficie positivos/básicos no conservados descritos en la sección previa de la Descripción 
detallada, o una o más de las otras mutaciones descritas en las siguientes secciones de esta Descripción detallada. 
 
Residuos de superficie adicionales en NGAL 25 
 
Los siguientes residuos de aminoácido están ubicados sobre la superficie de la proteína NGAL y pueden 
desempeñar un papel en la interacción de la proteína NGAL con la proteína megalina y/o en la reabsorción de NGAL 
en el riñón: residuos de aminoácido 1-15, 17-26, 40-50, 57-62, 71-82, 84-89, 96-105, 114-118, 128-131, 134, 140-
151, 157-165 y 170-174. 30 
 
Se dan a conocer proteínas NGAL mutantes que comprenden, consisten en o consisten esencialmente en 
secuencias de aminoácidos que se basan en la secuencia de aminoácidos de NGAL humana, o un fragmento de la 
misma, pero que contienen mutaciones como en uno o más de los residuos de aminoácido individuales ubicados en 
los residuos 1-15, 17-26, 40-50, 57-62, 71-82, 84-89, 96-105, 114-118, 128-131, 134, 140-151, 157-165 y/o 170-174 35 
de NGAL humana WT. En una realización uno o más de los residuos de aminoácido mutados puede delecionarse. 
En otra realización uno o más de los residuos de aminoácido mutados puede sustituirse por un aminoácido no 
cargado positivamente, incluyendo, pero sin limitarse a un aminoácido cargado negativamente. En otra realización el 
mutante de NGAL puede comprender cualquier combinación de tales mutaciones, es decir cualquier combinación de 
deleciones, sustituciones por aminoácidos no cargados positivamente y/o sustituciones por aminoácidos cargados 40 
negativamente en uno cualquiera o más de los residuos de aminoácido enumerados anteriormente. La tabla 2 
proporciona detalles de todas las posibles mutaciones de los residuos de superficie de NGAL, incluyendo los que 
contempla la presente invención. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no están mutados (es decir, 
tienen la misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más preferiblemente todos, de 
los siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-enteroquelina: asparagina 39, 45 
alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, 
tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se realizan sustituciones 
conservativas. 
 
Se da a conocer un mutante de NGAL que comprende, consiste esencialmente en o consiste en una secuencia de 50 
aminoácidos que es al menos el 70%, o al menos el 75%, o al menos el 80%, o al menos el 85%, o al menos el 
90%, o al menos el 95%, o al menos el 98% idéntica a la secuencia de NGAL humana WT (SEQ ID NO. 1), o un 
fragmento de la misma, en el que uno o más de los residuos de aminoácido individuales ubicados en los residuos 1-
15, 17-26, 40-50, 57-62, 71-82, 84-89, 96-105, 114-118, 128-131, 134, 140-151, 157-165 y/o 170-174 de NGAL 
humana WT se deleciona o se sustituye por un aminoácido no cargado positivamente, tal como un aminoácido 55 
cargado negativamente, y en el que el mutante de NGAL: (a) se excreta en la orina o presenta un mayor nivel de 
excreción en la orina que NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorbe en el túbulo proximal del riñón o presenta un 
nivel de reabsorción inferior en el túbulo proximal del riñón en comparación con NGAL humana WT, y/o (c) no es un 
sustrato para la reabsorción en el riñón mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina, y/o (d) 
tiene afinidad reducida por el receptor megalina-cubilina en comparación con NGAL WT, y/o (e) tiene menos 60 
residuos cargados positivamente sobre su superficie accesible al disolvente en comparación con NGAL humana WT, 
y en el que el mutante de NGAL (i) puede unirse a un sideróforo, y/o (ii) puede unirse a un sideróforo complejado 
con hierro, y/o (iii) tiene una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a enteroquelina y/o (iv) tiene 
actividad bacteriostática. En realizaciones preferidas tales mutantes de NGAL no están mutados (es decir, tienen la 
misma secuencia de aminoácidos que NGAL humana WT), en uno o más, o más preferiblemente todos, de los 65 
siguientes residuos de aminoácido que están implicados en la interacción NGAL-enteroquelina: asparagina 39, 
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alanina 40, tirosina 52, serina 68, triptófano 79, arginina 81, tirosina 100, tirosina 106, fenilalanina 123, lisina 125, 
tirosina 132, fenilalanina 133 y lisina 134, o si están mutados en estos residuos sólo se realizan sustituciones 
conservativas. 
 
PROPIEDADES FUNCIONALES DE MUTANTES DE NGAL 5 
 
En determinadas realizaciones las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen determinadas funciones 
especificadas. Por ejemplo, en algunas realizaciones las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen una o más 
de las siguientes propiedades: (a) se excretan en la orina o presentan un mayor nivel de excreción en la orina que 
NGAL humana WT, y/o (b) no se reabsorben en el túbulo proximal del riñón o presentan un nivel de reabsorción 10 
menor en el túbulo proximal del riñón que NGAL humana WT, y/o (c) no son un sustrato para la reabsorción en el 
riñón mediante un mecanismo mediado por receptor megalina-cubilina. De manera similar, en algunas realizaciones 
las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen una o más de las siguientes propiedades: (i) pueden unirse a 
sideróforos de tipo enteroquelina, y/o (ii) pueden unirse a sideróforos de tipo enteroquelina complejados con hierro, 
y/o (iii) tienen una estructura tridimensional conservada del bolsillo de unión a enteroquelina y/o (iv) tienen actividad 15 
bacteriostática. 
 
Cada una de las propiedades anteriores de las proteínas NGAL mutantes de la invención pueden someterse a 
prueba y/o cuantificarse, y en algunas realizaciones las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen 
propiedades funcionales que se encuentran dentro de un determinado intervalo numérico. 20 
 
Por ejemplo, en algunas realizaciones las proteínas NGAL mutantes de la invención se excretan en la orina o 
presentan un mayor nivel de excreción en la orina que NGAL humana WT. La excreción de las proteínas NGAL 
mutantes de la invención puede detectarse y cuantificarse, por ejemplo usando los métodos descritos en la sección 
de ejemplos de esta solicitud. Por ejemplo la cantidad de la proteína NGAL mutante presente en la orina un tiempo 25 
dado tras administrarse a un sujeto, tal como un ratón o un sujeto humano, puede medirse y puede expresarse como 
un porcentaje de la cantidad total administrada (véanse los ejemplos y la tabla 1) para dar un % de acumulación en 
la orina. El % de acumulación en la orina de un mutante de NGAL dado puede compararse con el de otros mutantes 
o de NGAL WT. NGAL o un mutante de NGAL o complejo de sideróforo del mismo puede radiomarcarse (por 
ejemplo con hierro radiactivo) o marcarse con algún otro resto detectable con el fin de facilitar su detección y 30 
cuantificación. En algunas realizaciones la presente invención proporciona que las proteínas NGAL mutantes de la 
invención presentan un mayor nivel de excreción en la orina que NGAL humana WT. Por ejemplo, los mutantes de 
NGAL pueden tener un nivel de 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 
veces, 40 veces, 50 veces, 100 veces o superior de excreción en la orina que NGAL humana WT. Tal como se 
observa en la figura 5, NGAL WT puede tener un % de acumulación en la orina (medido como un % de la cantidad 35 
administrada por vía intraperitoneal) de menos del 0,2%. En cambio, tal como puede observarse a partir de la figura 
3, la figura 5 y la tabla 1, los mutantes de NGAL de la invención pueden tener un % de acumulación en la orina 
(medido como un % de la cantidad administrada por vía intraperitoneal 3 horas después de la administración) de 
más del 1%, o más del 2%, o más del 3%, o más del 4%, o más del 5%, o más del 6%, o más del 7%, o más del 8%, 
o más del 9%, o más del 10%, o más del 15%, o más del 20%, o más. 40 
 
En algunas realizaciones las proteínas NGAL mutantes de la invención pueden unirse a sideróforos, tales como 
enteroquelina, y/o pueden unirse a sideróforos complejados con hierro. La capacidad de los mutantes de NGAL de la 
invención para unirse a sideróforos y complejos de sideróforo-hierro puede someterse a prueba y/o cuantificarse, por 
ejemplo usando los métodos descritos en la sección de ejemplos de esta solicitud. Por ejemplo NGAL (incluyendo 45 
los mutantes de NGAL de la invención) y moléculas de sideróforo tales como enteroquelina y hierro se asocian entre 
sí con una razón molar de 1:1:1 y NGAL (incluyendo los mutantes de NGAL de la invención) y moléculas de 
sideróforo tales como catecol y hierro se asocian entre sí con una razón molar de 1:3:1. Por consiguiente, usando 
una forma radiomarcada de hierro, puede medirse o estimarse la unión de NGAL a moléculas de sideróforo y hierro 
examinando el % de hierro radiomarcado que retiene una proteína NGAL dada. El % de hierro (hierro-sideróforo) 50 
que se retiene puede compararse entre mutantes de NGAL o entre un mutante de NGAL y NGAL WT. En algunas 
realizaciones la presente invención proporciona que las proteínas NGAL mutantes de la invención presentan un % 
similar de retención de hierro (hierro-sideróforo) en comparación con NGAL WT. En algunas realizaciones la 
presente invención proporciona que las proteínas NGAL mutantes de la invención presentan un % superior de 
retención de hierro (hierro-sideróforo) en comparación con NGAL WT, tal como un % 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces o 55 
más veces mayor de retención de hierro (hierro-sideróforo). En algunas realizaciones, las proteínas NGAL mutantes 
de la invención presentan un % de retención de hierro (hierro-sideróforo) de aproximadamente el 20% o más, o 
aproximadamente el 30% o más, o aproximadamente el 40% o más. 
 
En algunas realizaciones las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen actividad antibacteriana. La actividad 60 
antibacteriana de los mutantes de NGAL de la invención puede someterse a prueba y/o cuantificarse, por ejemplo 
usando metodologías convencionales conocidas en la técnica, por ejemplo cultivando bacterias en presencia de los 
mutantes de NGAL y evaluando el efecto de los mutantes de NGAL sobre el crecimiento, la supervivencia, los 
números, etc. bacterianos en comparación con las condiciones de control en las que no está presente mutante de 
NGAL. 65 
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LIPOCALINAS DISTINTAS DE NGAL 
 
Se dan a conocer mutantes de otras lipocalinas que, como los mutantes de NGAL descritos en el presente 
documento, tienen la capacidad de unirse a complejos de sideróforo-hierro pero no se reabsorben en el riñón. Se 
espera que tales mutantes de lipocalina puedan usarse de manera similar a los mutantes de NGAL descritos en el 5 
presente documento para la circulación de hierro fuera del cuerpo y puedan usarse por tanto en el tratamiento de 
trastornos de sobrecarga de hierro. Se espera también que tales mutantes de lipocalina puedan usarse también para 
tratar infecciones bacterianas de las vías urinarias. 
 
Hay aproximadamente 20 proteínas conocidas en la familia de lipocalina. Cualquier proteína lipocalina, u homólogo, 10 
variante, derivado, fragmento o mutante de la misma, que se una a un complejo de sideróforo-hierro puede mutarse 
con el fin de proporcionar un mutante de lipocalina de la invención. Los ejemplos de lipocalinas que pueden usarse 
según la presente invención incluyen, pero no se limitan a, proteína de unión a retinol, alérgeno de lipocalina, 
afrodisina, alfa-2-microglobulina, prostaglandina D sintasa, beta-lactoglobulina, proteína de unión a bilina, las 
nitroforinas, lipocalina 1, lipocalina 12 y lipocalina 13. 15 
 
SIDERÓFOROS 
 
Los sideróforos son compuestos de unión a hierro (por ejemplo Fe3+) de alta afinidad. La gran mayoría de los 
sideróforos conocidos los producen bacterias. Las bacterias liberan sideróforos al entorno circundante con el fin de 20 
eliminar o quelar hierro y transportar el hierro a las bacterias -un proceso necesario para la supervivencia de las 
bacterias. Los sideróforos que se conocen en la técnica incluyen, pero no se limitan a enteroquelina, TRENCAM, 
MECAM, TRENCAM-3,2-HOPO, parabactina, carboximicobactina, fusígeno, triacetilfusarinina, ferricromo, 
coprógeno, ácido rodotorúlico, ornibactina, exoquelina, ferrioxamina, desferrioxamina B, aerobactina, ferricromo, 
rizoferrina, pioquelina, pioverdina. Las estructuras de estos compuestos se dan a conocer en Holmes et al., 25 
Structure, 2005, 13:29-41 y Flo et al., Nature, 2004, 432: 917-921, cuyo contenido se incorpora en el presente 
documento como referencia. 
 
Se sabe que varios de los sideróforos anteriores se unen a lipocalinas, incluyendo NGAL y se sabe que complejos 
de estos sideróforos y lipocalinas pueden secuestrar hierro (véanse por ejemplo, Holmes et al., Structure, 2005, 30 
13:29-41 y Flo et al., Nature, 2004, 432: 917-921; Goetz et al, Molecular Cell, 2002, 10: 1033-1043 y Mori, et al., 
“Endocytic delivery of lipocalin-siderophore-iron complex rescues the kidney from ischemia-reperfusion injury”. J. Clin 
Invest., 2005, 115, 610-621). Las proteínas NGAL mutantes de la invención también pueden formar complejos con 
sideróforos y pueden de ese modo quelar y transportar hierro. 
 35 
En algunos aspectos la presente invención proporciona complejos de una proteína NGAL mutante de la invención y 
un sideróforo, incluyendo, pero sin limitarse a, los sideróforos enumerados en el presente documento. En aspectos 
preferidos el sideróforo se selecciona del grupo que consiste en enteroquelina, pirogalol, carboximicobactina, catecol 
y variantes o derivados de los mismos. Puede usarse cualquier variante o derivado de tales sideróforos que 
conserve la capacidad de unirse a hierro (idealmente de una manera insensible al pH) y que conserve la capacidad 40 
para unirse a NGAL y/o uno o más de los mutantes de NGAL de la invención. 
 
FABRICACIÓN DE PROTEÍNA NGAL MUTANTES Y COMPLEJOS CON SIDERÓFOROS 
 
Las proteínas NGAL mutantes de la invención pueden fabricarse mediante cualquier método adecuado conocido en 45 
la técnica para la fabricación de fármacos proteicos. Por ejemplo las proteínas NGAL mutantes pueden prepararse 
usando técnicas convencionales conocidas para la producción de proteínas recombinantes, por ejemplo 
suministrando a una célula, tal como una célula bacteriana o una célula de mamífero, un vector de expresión que 
contiene una secuencia de nucleótidos que codifica para un mutante de NGAL bajo el control de un promotor 
adecuado, y cultivando la célula en condiciones en las que la proteína se expresará. Se conocen bien en la técnica 50 
métodos para el cultivo a gran escala, el aislamiento y la purificación de proteínas recombinantes y pueden usarse 
en la fabricación de los mutantes de NGAL de la presente invención. De manera similar, se conocen en la técnica 
métodos de producción de péptidos y proteínas de manera sintética y pueden usarse en la fabricación de los 
mutantes de NGAL de la presente invención. 
 55 
En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona proteínas de fusión que comprenden los mutantes 
de NGAL de la invención y una o más “etiquetas” adicionales. Tales etiquetas adicionales pueden fusionarse al 
extremo N o C-terminal de los mutantes de NGAL, o pueden en algunos casos añadirse en una ubicación interna 
hasta el grado de que la inclusión de la etiqueta no afecte de manera adversa la función del mutante de NGAL. Las 
etiquetas adecuadas incluyen, pero no se limitan a glutatión-S-transferasa (GST), poli-histidina (His), fosfatasa 60 
alcalina (AP), peroxidasa del rábano (HRP) y proteína fluorescente verde (GFP). Otras etiquetas adecuadas también 
resultarán evidentes para los expertos en la técnica. Las etiquetas pueden ser útiles para varias aplicaciones, 
incluyendo para ayudar en el aislamiento y/o la purificación de los mutantes de NGAL y/o para facilitar su detección. 
 
Se conoce en la técnica que muchas modificaciones químicas de las proteínas son útiles para mejorar las 65 
propiedades de fármacos basados en proteínas y tales modificaciones pueden usarse según la presente invención 
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para mejorar la estabilidad y reducir la inmunogenicidad de las proteínas NGAL mutantes de la invención para 
aplicaciones terapéuticas. Por ejemplo, se conoce bien en la técnica que el proceso de unión covalente de cadenas 
de polímero de polietilenglicol a otra molécula (es decir PEGilación) puede “enmascarar” un agente proteínico con 
respeto al sistema inmunitario del huésped, y también aumentar el tamaño hidrodinámico (tamaño en disolución), 
prolongar la semivida circulatoria y mejorar la solubilidad en agua de fármacos basados en proteínas. Se conocen 5 
también otras diversas modificaciones químicas y se usan en la técnica y pueden usarse conjuntamente con las 
proteínas NGAL mutantes de la invención. 
 
Pueden prepararse fácilmente complejos que contienen una proteína NGAL mutante de la invención y un sideróforo, 
tal como enteroquelina o un derivado o variante de la misma, usando metodologías convencionales conocidas en la 10 
técnica, tales como las proporcionadas en la sección de ejemplos de esta solicitud. Por ejemplo, puede prepararse 
un complejo de NGAL-sideróforo mezclando NGAL (incluyendo NGAL mutante) y un sideróforo juntos en una razón 
molar de 1:1 (por ejemplo Ent) o 1:3 (por ejemplo catecol). La mezcla puede incubarse a temperatura ambiente 
durante un tiempo adecuado, por ejemplo 30 minutos, para permitir la formación de complejos. El sideróforo no 
unido puede retirarse/separarse entonces de los complejos de sideróforo-NGAL unidos usando técnicas de 15 
separación convencionales, tales como técnicas basadas en centrifugación, técnicas basadas en filtración u otras 
técnicas de separación basadas en el tamaño. 
 
MÉTODOS DE TRATAMIENTO - SOBRECARGA DE HIERRO 
 20 
En una realización, las proteínas NGAL mutantes de la invención, y complejos y composiciones que comprenden 
tales proteínas NGAL mutantes, pueden usarse para tratar estados, enfermedades o trastornos asociados con 
niveles de hierro excesivos o sobrecarga de hierro. En particular, pueden usarse complejos de las proteínas NGAL 
mutantes de la invención con un sideróforo, tal como enteroquelina, y composiciones que comprenden tales 
complejos, para quelar hierro en el cuerpo y facilitar su excreción en la orina. 25 
 
Grandes cantidades de hierro libre en el torrente sanguíneo pueden conducir a daño celular, especialmente en el 
hígado, corazón y glándulas endocrinas. Las causas del hierro en exceso pueden ser genéticas, por ejemplo el 
exceso de hierro puede estar provocado por un estado genético tal como hemocromatosis tipo 1 (hemocromatosis 
clásica), hemocromatosis tipo 2A o 2B (hemocromatosis juvenil), hemocromatosis tipo 3, hemocromatosis tipo 4 30 
(sobrecarga de hierro africana), hemocromatosis neonatal, aceruloplasminemia o atransferrinemia congénita. Los 
ejemplos de causas no genéticas del exceso de hierro incluyen sobrecarga de hierro en la dieta, sobrecarga de 
hierro por transfusión (debido a una transfusión de sangre administrada a pacientes con talasemia u otros trastornos 
hematológicos congénitos), hemodiálisis, enfermedad hepática crónica (tal como hepatitis C, cirrosis, 
esteatohepatitis no alcohólica), porfiria cutánea tarda, derivación post-portocava, síndrome de sobrecarga 35 
dismetabólico, sobredosis de comprimidos de hierro (tal como la provocada por el consumo por niños de 
comprimidos de hierro destinados a adultos), o cualquier otra causa de sobrecarga de hierro aguda o crónica. 
 
Los dos agentes quelantes de hierro comunes disponibles para el tratamiento de sobrecarga de hierro son 
deferoxamina (DFO) y deferiprona (DFO oral). Debido a su alto coste y la necesidad de administración parenteral, el 40 
quelante de hierro convencional deferoxamina no se usa en muchos individuos con envenenamiento por hierro 
agudo y/o crónico. La deferoxamina debe administrarse por vía parenteral, habitualmente como una infusión 
subcutánea continua a lo largo de un periodo de 12 horas, desde tres hasta siete veces a la semana. El tratamiento 
requiere mucho tiempo y puede ser doloroso. Como resultado el cumplimiento es a menudo muy malo. Los efectos 
secundarios incluyen reacciones cutáneas locales, pérdida de audición, nefrotoxicidad, toxicidad pulmonar, retraso 45 
del crecimiento e infección. La deferiprona es el único fármaco quelante de hierro activo por vía oral que va a usarse 
terapéuticamente en estados de sobrecarga de hierro por transfusión. Está indicada como un tratamiento de 
segunda línea en pacientes con talasemia mayor, para los que la terapia con deferoxamina está contraindicada, o en 
pacientes con toxicidad grave a la terapia con deferoxamina. La deferiprona es un agente quelante de hierro oral que 
elimina el hierro del corazón, el órgano diana de la toxicidad y mortalidad del hierro en pacientes con talasemia 50 
cargados de hierro. Sin embargo, aunque la deferiprona ofrece la ventaja de la administración oral, está asociada 
con toxicidad significativa y hay dudas sobre su eficacia y seguridad a largo plazo. Se recomienda que se use en 
pacientes que no pueden usarse desferrioxamina debido a efectos adversos, alergia o falta de eficacia. La 
deferiprona está asociada con problemas de seguridad graves incluyendo genotoxicidad, neutropenia y 
agranulocitosis. Se recomienda la monitorización semanal de los neutrófilos. Pueden producirse problemas 55 
articulares y gastrointestinales y se ha notificado toxicidad hepática. Por tanto, existe claramente la necesidad de 
terapias de quelación de hierro alternativas convenientes, seguras y eficaces, tales como las proporcionadas por la 
presente invención. 
 
Las proteínas NGAL mutantes de la invención, y en particular complejos de las mismas con sideróforos, pueden 60 
usarse para quelar hierro libre y aclarar el exceso de hierro del cuerpo por medio de los riñones, por ejemplo para 
reducir los niveles circulantes tóxicos de hierro por debajo de los niveles tóxicos. 
 
MÉTODOS DE TRATAMIENTO - INFECCIONES BACTERIANAS DE LAS VÍAS URINARIAS 
 65 
Se sabe que NGAL WT tiene actividad bacteriostática, en parte debido a su capacidad de unirse fuertemente a 
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sideróforos bacterianos, conduciendo al agotamiento de hierro bacteriano y a la inhibición del crecimiento bacteriano 
(Goetz et al., Mol. Cell. (2002), 10(5) 1033-1043). Las proteínas NGAL mutantes de la invención, como NGAL WT, 
tienen la capacidad de unirse a sideróforos bacterianos, y por tanto pueden tener actividad antibacteriana. Además, 
debido a que las proteínas NGAL mutantes de la invención no se reabsorben en el riñón y se acumulan en la orina, 
son particularmente muy adecuadas para su uso en el tratamiento de infecciones bacterianas de las vías urinarias. 5 
 
COMPOSICIONES FARMACÉUTICAS Y ADMINISTRACIÓN 
 
La presente invención también proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden las proteínas NGAL 
mutantes descritas en el presente documento, y complejos de las mismas con sideróforos, y que pueden ser útiles 10 
para tratar diversas enfermedades, trastornos y estados, incluyendo sobrecarga de hierro e infecciones bacterianas. 
También se dan a conocer formulaciones, kits y dispositivos médicos. Las formulaciones farmacéuticas incluyen las 
adecuadas para administración oral o parenteral (incluyendo intramuscular, subcutánea e intravenosa). Los ejemplos 
de dispositivos médicos incluyen, pero no se limitan a, perlas, filtros, derivaciones, endoprótesis y bucles 
extracorpóreos que están recubiertos con o contienen de otra forma una NGAL mutante o complejos de la misma, tal 15 
como se describe en el presente documento, de manera que el dispositivo se implanta en o se administra de otra 
forma a un sujeto de una manera que permite que la NGAL mutante o complejos de la misma quelen o absorban el 
hierro en exceso en el sujeto. 
 
La administración de una cantidad terapéuticamente eficaz de las proteínas NGAL mutantes, y complejos de las 20 
mismas puede lograrse por medio de cualquier modo de administración adecuado para agentes terapéuticos. Un 
experto en la técnica puede seleccionar fácilmente el modo de administración sin excesiva experimentación. Los 
modos adecuados pueden incluir administración sistémica o local tal como modos de administración oral, nasal, 
parenteral, transdérmica, subcutánea, vaginal, bucal, rectal, tópica, intravenosa (tanto en bolo como infusión), 
intraperitoneal o intramuscular. En realizaciones preferidas, se usa administración oral o intravenosa. En otras 25 
realizaciones preferidas, las composiciones de la invención se administran directamente al sitio de acción deseado, 
tal como por ejemplo, el riñón, por ejemplo mediante inyección local o infusión local o mediante el uso de (por 
ejemplo conjugación con) agentes útiles para dirigir proteínas o productos farmacéuticos a tejidos específicos, tales 
como anticuerpos, etc. 
 30 
Dependiendo del modo de administración previsto, las proteínas NGAL mutantes y complejos de la invención, en 
una cantidad terapéuticamente eficaz, pueden estar en una forma de dosificación sólida, semisólida o líquida, tal 
como, por ejemplo, productos inyectables, comprimidos, supositorios, píldoras, cápsulas de liberación en el tiempo, 
elixires, tinturas, emulsiones, jarabes, polvos, líquidos, suspensiones, o similares. En una realización las proteínas 
NGAL mutantes y complejos de la invención pueden formularse en formas de dosificación unitarias, consecuentes 35 
con las prácticas farmacéuticas convencionales. Pueden prepararse composiciones líquidas, particularmente 
productos inyectables, por ejemplo, mediante disolución o dispersión. Por ejemplo, las proteínas NGAL mutantes y 
complejos de la invención pueden mezclarse con un disolvente farmacéuticamente aceptable tal como, por ejemplo, 
agua, solución salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol, y similares, para formar de ese modo una suspensión o 
disolución isotónica inyectable. 40 
 
Puede usarse administración de productos inyectables parenteral para infusiones e inyecciones subcutáneas, 
intramusculares o intravenosas. Pueden prepararse productos inyectables en formas convencionales, o bien como 
disoluciones o suspensiones líquidas o bien formas sólidas adecuadas para disolverse en líquido antes de la 
inyección. Una realización, para administración parenteral, emplea la implantación de un sistema de liberación lenta 45 
o liberación sostenida, según la patente estadounidense número 3.710.795. 
 
Las proteínas NGAL mutantes y complejos de la invención pueden esterilizarse y pueden contener cualesquiera 
adyuvantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, agentes emulsionantes, promotores de la 
disolución, sales (por ejemplo para regular la presión osmótica), agentes tamponantes del pH adecuados, y/u otras 50 
sustancias farmacéuticamente aceptables, incluyendo, pero sin limitarse a, acetato de sodio u oleato de 
trietanolamina. Además, las composiciones de la invención pueden contener también otras sustancias 
terapéuticamente útiles, tales como, por ejemplo, otros quelantes de hierro u otros agentes útiles en el tratamiento 
de sobrecarga de hierro, u otros agentes útiles en el tratamiento de cualquiera de los estados descritos en el 
presente documento. 55 
 
Las composiciones de la invención pueden prepararse según métodos de mezclado, granulación o recubrimiento 
convencionales, respectivamente, y las presentes composiciones farmacéuticas pueden contener de desde 
aproximadamente el 0,1% hasta aproximadamente el 99%, preferiblemente desde aproximadamente el 1% hasta 
aproximadamente el 70% del compuesto o la composición de la invención en peso o en volumen. 60 
 
La dosis y el régimen de dosificación que van a usarse pueden determinarse según una variedad de factores 
incluyendo la especie, la edad, el peso, el sexo y el estado médico del sujeto; la gravedad del estado; la vía de 
administración; la función renal o hepática del sujeto; y el complejo o mutante particular empleado. Un experto en la 
técnica puede determinar y/o recetar fácilmente una cantidad eficaz de un mutante o complejo de la invención útil 65 
para tratar o prevenir un estado, por ejemplo, teniendo en cuenta los factores descritos anteriormente. También se 
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proporcionan estrategias de dosificación en L.S. Goodman, et al., The Pharmacological Basis of Therapeutics, 201-
26 (5ª ed. 1975). En una realización, se administran composiciones de la invención de manera que el componente 
de NGAL se administra a un intervalo de dosis de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg/kg de peso 
corporal, y normalmente a una dosificación de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal a 
una dosis que da como resultado una concentración en el intervalo de aproximadamente 0,1 ng/ml a 5 
aproximadamente 100 ng/ml, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente 1,0 ng/ml a aproximadamente 20 
ng/ml, en la sangre. La cantidad de un componente de sideróforo de una composición de la invención se elegirá por 
consiguiente, de manera que se logre la estequiometría deseada, por ejemplo unión 1:1 o 1:3 con la proteína NGAL 
mutante. 
 10 
Además de los métodos de tratamiento anteriores, los complejos de proteína NGAL mutante - sideróforo de la 
invención pueden ser útiles para quelar y/o eliminar hierro de muestras, en el que las muestras no están en el 
cuerpo de un sujeto. Por tanto, en una realización, la presente invención proporciona un método para eliminar hierro 
de un fluido, comprendiendo el método mezclar el fluido con un complejo de proteína NGAL mutante - sideróforo 
durante un periodo de tiempo suficiente para que el hierro en la muestra se una a los complejos de proteína NGAL 15 
mutante - sideróforo, en el que el complejo de proteína NGAL mutante - sideróforo puede quelar hierro de la 
muestra. En una realización, los complejos de proteína NGAL mutante - sideróforo que tienen hierro unido a los 
mismos pueden entonces eliminarse de la muestra. En realizaciones preferidas, la muestra es un líquido biológico, 
tal como sangre, suero, plasma u orina. En determinadas realizaciones los complejos de proteína NGAL mutante - 
sideróforo se mezclan con la muestra fuera del cuerpo, por ejemplo en un dispositivo extracorpóreo, y la muestra se 20 
suministra entonces o se devuelve al cuerpo. Por ejemplo, tales métodos pueden usarse para quelar y/o eliminar el 
hierro en exceso en muestras de sangre para transfusión, o en un procedimiento de diálisis. Por ejemplo, puede 
extraerse del cuerpo sangre u otro líquido corporal de un sujeto, tratarse con un compuesto o una composición de la 
invención para quelar o eliminar el hierro en exceso, y entonces devolverse al sujeto. 
 25 
Ejemplos 
 
En los ejemplos que siguen, las proteínas NGAL mutantes K3 (SEQ ID NO: 2), K2 (SEQ ID NO: 3), I3 (SEQ ID NO: 
4) e I1 (SEQ ID NO: 5) forman parte de la invención. 
 30 
Las divulgaciones de otros mutantes de NGAL son para fines comparativos sólo y no forman parte de la invención. 
 
EJEMPLO 1 
 
Proteínas NGAL mutantes y su uso como quelantes de hierro terapéuticos y como agentes antimicrobianos 35 
 
La lipocalina 2 (Lcn2), también denominada lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos (NGAL), es una proteína 
que se une a hierro con alta afinidad. Para unirse al hierro, NGAL se une a un cofactor denominado sideróforo 
producido por bacterias (constante de unión Km=0,41 x 10-9 M para la interacción NGAL:enteroquelina-hierro; 
Km=10-49 M para la interacción enteroquelina (enterobactina):hierro) o compuestos que contienen catecol 40 
(Km=0,4±10-9 M para catecol-hierro; Km=10-45,9 M para la interacción catecol:hierro) producidos por una combinación 
de enzimas bacterianas y de mamífero. NGAL es también una proteína secretora que está notablemente regulada 
por incremento mediante infección bacteriana y lesión renal aguda y se secreta a la sangre y orina. Durante la 
infección bacteriana, NGAL secuestra hierro de bacterias mediante unión enteroquelina-hierro, dando como 
resultado la inhibición del crecimiento bacteriano. 45 
 
NGAL sérica con enteroquelina:Fe unida se filtra por el glomérulo en el riñón, pero luego la mayoría de la misma se 
retiene (reabsorbe) por el riñón donde se degrada. Muy poca NGAL escapa a la orina y se excreta. Por ejemplo, tal 
como demostró una reciente investigación, cuando se inyecta NGAL por vía intraperitoneal, más del 70% de la 
NGAL WT se acumula en el riñón mientras que menos del 0,1% se encuentra en la orina tras 3 horas. 50 
 
La captura y retención de NGAL sérica en el riñón se logra mediante la absorción de NGAL por megalina, un 
receptor de múltiples ligandos también denominado proteína 2 relacionada con receptor de lipoproteína de baja 
densidad (LRP2). La megalina se ubica en la membrana plasmática apical de células epiteliales del túbulo proximal 
en donde entra en contacto con el filtrado glomerular. La megalina se asocia con la cubilina. NGAL puede 55 
transportar hierro usando cofactores tales como enteroquelina o catecol y suministrar el hierro específicamente al 
riñón. 
 
NGAL mutante como agente antimicrobiano y quelante de hierro terapéutico 
 60 
El punto de corte molecular para la filtración glomerular es aproximadamente 70 kD. Proteína NGAL recombinante o 
nativa con pesos moleculares de aproximadamente 20,5 kD y 23-25 kD respectivamente puede filtrarse en el 
glomérulo, pero luego se reabsorbe eficazmente en los epitelios proximales por la megalina y/o por un complejo 
asociado a megalina que incluye cubilina. La megalina tiene una afinidad de unión por NGAL cargada de hierro y 
apo-NGAL de aproximadamente 60 nM (Hvidberg, et al., FEBS Letters, 2005, 579: 773-777)). La megalina es un 65 
receptor de múltiples ligandos, endocítico, responsable de la reabsorción de muchas proteínas incluyendo NGAL, 
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apoE, lipoproteína lipasa, lactoferrina, aprotinina, etc., tras la filtración glomerular (Christensen y Birn, Nature 
Reviews-Molecular Cell Biology, 2002, 3: 258-2682002). Las interacciones electrostáticas entre regiones ácidas de 
la megalina de “repeticiones de tipo A” en proteína megalina y regiones básicas de ligandos están implicadas en el 
reconocimiento de ligando-receptor, es decir la megalina reconoce positivamente superficies cargadas de proteínas 
ligando (Moestrup y Verrost, Annual Reviews of Nutrition, 2001, 21: 407-428. 2001). Algunos residuos de aminoácido 5 
básicos sobre la superficie de proteína NGAL humana pueden por tanto estar implicados en su alta afinidad de unión 
a megalina, y la mutación de estos residuos básicos puede alterar las interacciones electrostáticas entre NGAL y 
megalina al tiempo que se conserva la afinidad de unión por enteroquelina-hierro en su cáliz interior. La interacción 
desmantelada entre NGAL mutante y megalina puede permitir que NGAL mutante:enterocalina:hierro o apo-NGAL 
mutante se filtren en la orina sin reabsorberse desde el filtrado tras la filtración glomerular. En el primer caso, cuando 10 
está presente enteroquelina en el complejo de NGAL mutante, puede absorberse hierro de la sangre y que circule a 
la orina. Esto puede permitir la eliminación de hierro del sujeto (por ejemplo animal o ser humano) asociado con el 
sideróforo-hierro. Alternativamente, en el caso de la apo-NGAL mutante, puede conducir a una acumulación de 
NGAL en la orina que puede inhibir el crecimiento bacteriano en las vías urinarias. 
 15 
Las proteínas NGAL mutantes de la invención tienen al menos dos posibles aplicaciones en productos terapéuticos 
clínicos. 
 
En primer lugar, las proteínas NGAL mutantes pueden usarse como quelantes de hierro eficaces para eliminar el 
hierro en exceso de los sujetos, tales como sujetos humanos, con trastornos de sobrecarga de hierro. A los 20 
pacientes con sobrecarga de hierro (por ejemplo debida a hemocromatosis, anemia drepanocítica, talasemia, 
transfusión múltiple de glóbulos rojos u otros productos biológicos) se les administra NGAL mutante unida a 
sideróforo libre de hierro, tal como enteroquelina, mediante infusión intravenosa. La enteroquelina quela el hierro 
sérico formando un complejo de NGAL-enteroquelina-hierro. Este complejo se transporta principalmente al riñón y 
posteriormente se filtra por el glomérulo. Permanece en el filtrado glomerular sin reabsorberse debido a su 25 
incapacidad para unirse a la megalina en las células epiteliales del túbulo proximal. Entonces aparece en la orina y 
en última instancia se excreta junto con el hierro al que se une. NGAL mutante puede ser una herramienta eficaz 
para eliminar el hierro excesivo de sujetos humanos sobrecargados de hierro. La razón molar de la unión de NGAL a 
enteroquelina y hierro es de 1:1:1. Si se administran 10 g de apo-NGAL mutante, que es igual a aproximadamente 
500 µmoles, a un paciente sobrecargado de hierro, aproximadamente 500 µmoles o aproximadamente 27,9 mg de 30 
hierro pueden unirse teóricamente a NGAL mutante y enteroquelina y suministrarse a la orina para su excreción 
(suponiendo que la acumulación de proteína NGAL mutante en la orina es del 100%). Éste es un modo muy eficaz 
para eliminar el hierro excesivo de un paciente humano con sobrecarga de hierro dado que el ser humano sólo 
pierde 1-2 mg de hierro al día principalmente por medio del desprendimiento de células intestinales y células 
cutáneas muertas, y sólo obtiene 1-2 mg al día del alimento. 35 
 
En segundo lugar, proteína NGAL mutante puede usarse como agente antimicrobiano para tratar a pacientes con 
una infección de las vías urinarias (IVU). Se administra apo-NGAL mutante a sujetos humanos con una IVU 
mediante infusión. La NGAL mutante se transporta al riñón y se filtra a la orina sin reabsorción debido a su pérdida 
de afinidad de unión por megalina. Una vez dentro de la orina, la proteína apo-NGAL mutante se une a sideróforos 40 
de bacterias de IVU (por ejemplo enteroquelina) y da como resultado la inhibición de su crecimiento. 
 
Diseño experimental y procedimientos experimentales 
 
Clonación de NGAL humana 45 
 
Se obtiene ADNc de NGAL humana (número de registro de Genbank: NM_005564) de Open Biosystems, y el marco 
de lectura abierto que codifica para la proteína NGAL secretada se amplifica por PCR usando una ADN polimerasa 
PfuUltra (Stratagene), y se clona en un vector de plásmido pGEX-4T-3 (GE Healthcare) para la mutagénesis dirigida 
al sitio. 50 
 
Estructura de la proteína NGAL humana 
 
Basándose en la estructura de la proteína NGAL humana, residuos de aminoácido, especialmente residuos básicos 
(arginina, lisina e histidina), sobre la superficie de la proteína pueden mediar en la interacción electrostática con 55 
megalina para unión de alta afinidad (figura 1 y figura 4A). 
 
Designación de mutantes de NGAL 
 
Hay cinco residuos de aminoácido básicos sobre la superficie de la proteína NGAL que están conservados (R43, 72, 60 
140 y K142, 157) entre diferentes especies de mamífero incluyendo ser humano, ratón, rata, chimpancé, bovino, 
perro, jabalí y mono rhesus, mientras que hay 13 residuos básicos no conservados (R130; K15, 46, 50, 59, 62, 73, 
74, 75, 97, 149; H118, 165). Estos residuos básicos pueden mutarse a otros residuos no básicos. 
 
Generación de mutantes de NGAL 65 
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Se mutó una variedad de diferentes residuos de aminoácido sobre la superficie de la proteína NGAL usando un kit 
de multi-mutagénesis Quickchange Site-Directed Lightning (Stratagene), y esto dio como resultado la generación de 
muchos mutantes con mutaciones en diferentes sitios de la proteína NGAL. Se prepararon 57 mutantes de NGAL tal 
como se muestra en la tabla 2, SEQ ID NO: 2-10, 21-68, 247-251. 
 5 
Producción de proteína NGAL 
 
Se someten a electroporación constructos de plásmidos de tipo natural y mutantes al interior de E. coli BL21 (GE 
Healthcare), y se induce la expresión de proteínas apo-NGAL de tipo natural y mutantes mediante la adición de 
IPTG hasta una concentración final de 0,2 mM durante 5 horas, y posteriormente se purifican mediante una 10 
combinación de precipitación basada en GST y filtración en gel en un sistema de FPLC con una columna de 
Sefarosa. 
 
Afinidad de unión de NGAL mutante por enteroquelina y hierro 
 15 
Las proteínas mutantes de NGAL se examinan para determinar su capacidad para unirse a enteroquelina y hierro 
usando una forma radiactiva de hierro, 55Fe3+. Se estimó la afinidad de unión de NGAL por enteroquelina y 55Fe3+ 
examinando el porcentaje de 55Fe3+ que retuvieron las proteínas NGAL mutantes y de tipo natural, y la proteína 
NGAL de tipo natural puede usarse como control positivo. 
 20 
Preparación de complejo de NGAL-enteroquelina-hierro 
 
El complejo de NGAL-enteroquelina-hierro se prepara mezclando proteína NGAL, enteroquelina y 55Fe3+ juntos en 
una razón molar de 1:1:1 (4 nmol cada uno). Se incuba la mezcla a TA durante 30 minutos, y se lava en un 
instrumento 10 K Microcon mediante centrifugación 4 veces a 7000 rpm durante 5 minutos para eliminar la 25 
enteroquelina y 55Fe3+ no unidos, y el complejo de NGAL-enteroquelina-55Fe3+ se retiene en el instrumento Microcon. 
 
Examen de mutantes de NGAL en ratones 
 
Hay un 76% de identidad de aminoácidos y un 87% de similitud de aminoácidos entre proteínas megalina de ser 30 
humano y ratón, lo que indica que tienen probablemente propiedades de unión muy similares. En los presentes 
experimentos se sometió a prueba la unión de proteína NGAL humana a megalina de ratón. Debido al alto grado de 
identidad y similitud de aminoácidos entre proteína megalina de ser humano y ratón, el sistema de ratón proporciona 
un modelo útil para examinar proteínas NGAL mutantes para determinar su capacidad para escapar de la 
reabsorción renal dependiente de megalina-cubilina y en última instancia para suministrarse a la orina. 35 
 
El complejo de NGAL-enterocalina-55Fe3+ radiomarcado se inyecta por vía intraperitoneal en ratones C57BL/6 
hembra (4 semanas), y se recoge la orina en jaulas metabólicas. Tras la recogida de la orina durante 3 horas, se 
sacrifican los ratones y se recogen los riñones y el hígado, se pesan y se solubilizan en una disolución de NaOH 0,5 
M y SDS al 1% a 70ºC durante la noche. Se examina la radioactividad en orina, riñón e hígado en un contador de 40 
centelleo, y se calculará la acumulación del complejo de NGAL-enteroquelina-hierro como el porcentaje del complejo 
inyectado total. 
 
Resultados experimentales 
 45 
Se generaron 57 mutantes de NGAL (tabla 2; SEQ ID NO: 2-10, 21-68, 247-251). Se produjeron veintinueve apo-
proteínas mutantes en E. coli BL21, y se examinaron para determinar su afinidad de unión a enteroquelina y la 
circulación en ratones C57B6L/6 tras la inyección intraperitoneal (i.p.). Tal como se muestra en la figura 3A, todas 
las proteínas NGAL humanas mutantes retenían del 16,7% al 45,7% del hierro total tras la incubación con 
enteroquelina-hierro en una razón molar de 1:1:1 (4 nmol cada uno) durante 30 minutos a temperatura ambiental, 50 
indicando su afinidad de unión conservada por enteroquelina-hierro (altas cantidades de enteroquelina aumentarán 
la carga de NGAL). 
 
Cuando se administraron mediante inyección i.p., seis complejos de NGAL mutante-enteroquelina-55Fe3+ mostraron 
una acumulación notablemente aumentada en orina en comparación con complejo de NGAL de tipo natural 55 
(mutantes K3, K2, I3, I1, K5 y K1). También se observó disminución de la acumulación en el hígado y riñón tras 3 
horas (figuras 3B, C, D; tabla 1). Había el 6%, el 6,9%, el 1,9%, el 9,3%, el 19,6% y el 2,9% de complejos de NGAL 
mutante I1, I3, K1, K2, K3 y K5 que se suministraron a la orina tras 3 horas, respectivamente, mientras que solo 
había el 0,18%, el 0,13%, el 0,26%, el 0,1%, el 0,11%, el 0,17%, el 0,27% y el 0,05% de complejos de NGAL 
mutante A2, B4, C3, D1, F2, G3, H2 e I5 en la orina. 60 
 
Usando la estructura cristalina de NGAL de tipo natural (número de registro de PDB: 1nglA) como sustrato, se 
predijo la estructura de la proteína mutante K3 usando Swissmodel (http://swissmodel.expasy.org). Tal como se 
muestra en la figura 4A, la estructura tridimensional predicha de la proteína mutante K3 contiene un bolsillo similar a 
la proteína de tipo natural, respaldando el hallazgo de que la afinidad por enteroquelina-hierro se conserva. Sin 65 
embargo, la proteína mutante K3 presentaba menos aminoácidos positivos en la superficie accesible al disolvente 
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que la proteína NGAL de tipo natural (figura 4B), consecuente con su capacidad disminuida para la interacción 
electrostática con megalina, y su acumulación aumentada en la orina una vez introducida en ratones. 
 
Tabla 1. Unión de proteínas Ngal mutantes a enteroquelina-55Fe3+ y acumulación de Ngal mutante-enteroquelina-
55Fe3+ en orina, riñón e hígado 3 horas tras la inyección i.p. en ratones C57BL/6. 5 
 

Mutantes de Ngal Unión de enterocalina-hierro (%) 
Acumulación 3 horas tras la inyección i.p. (%) 

Orina Riñón Hígado 

A1 23,4 0,55 0,32 1,10 

A2 22,6 0,18 0,37 1,11 

A3 26,6 0,23 0,39 1,52 

B1 20,7 0,22 0,26 1,30 

B2 25,7 1,22 0,34 1,27 

B3 26,9 0,30 0,26 1,01 

B4 45,7 0,13 0,32 0,71 

C1 26,2 0,72 0,21 1,15 

C3 20,6 0,44 0,33 1,22 

C5 21,9 0,26 0,44 0,85 

D1 29,1 0,10 0,26 0,94 

D2 18,1 0,11 0,16 0,60 

F1 26,1 0,51 0,69 0,79 

F2 21,5 0,11 0,40 0,51 

F4 22,8 1,65 0,43 1,68 

F5 27,7 1,23 0,29 1,61 

G1 33,5 0,28 0,05 0,33 

G3 26,9 0,17 0,58 0,30 

H1 38,7 0,37 0,15 0,89 

H2 36,1 0,27 0,12 1,06 

H3 31,1 0,30 0,15 1,25 

H5 38,6 0,24 0,09 1,07 

I1 32,1 6,00 0,20 1,21 

I3 42,8 6,90 0,27 0,55 

I5 16,7 0,05 0,10 0,02 

K1 21,2 1,90 0,76 0,82 

K2 31,4 9,60 0,43 0,68 

K3 22,9 19,60 0,27 0,40 

K5 28,4 2,90 0,18 1,37 

 
EJEMPLO 2 
 
Los números en superíndice en este ejemplo se refieren a las referencias numeradas en la lista de referencias que 10 
sigue a este ejemplo. Los mutantes K1 - K8 a lo largo de todo el ejemplo 2, y las figuras 6-17, representan los 
mutantes D1-4, D1-4-1, D1-4-2-1, d1-4-2-1-1, d1-4-2-1-3, d1-4-2-1-4, WT-3 y D1-4-2 para los que se proporcionan 
las secuencias en el presente documento en la tabla 2. 
 
El transporte de hierro supone un problema significativo puesto que el hierro férrico libre es insoluble (< 10-18 M) en 15 
disoluciones aerobias a pH fisiológico, mientras que tras la solubilización mediante algunos quelantes, se crea una 
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forma reactiva de hierro que puede producir especies tóxicas de oxígeno. En consecuencia se requieren 
mecanismos especializados para la circulación de hierro y estos mecanismos especializados se encuentran en 
proteínas que utilizan motivos conservados para unirse directamente a hierro (transferrina y ferritina) o utilizan 
cofactores incrustados. Mientras que el transporte de hierro extracelular está mediado en gran medida por 
transferrina, los ratones que portan deleciones de estos genes presentaron sorprendentemente fenotipos limitados 5 
(Barasch, Developmental Cell, 2009). Se encontró que un miembro de la superfamilia de lipocalina denominado Ngal 
actuaba como un portador de hierro de alta afinidad (Barasch, Molecular Cell, 2002) cuando se unía a una familia de 
cofactores novedosos denominados los catecoles o sideróforos bacterianos relacionados construidos a partir de 
catecol. En presencia de hierro, la formación del complejo Ngal:sideróforo:FeIII se producía a afinidad subnanomolar 
(Barasch, Nature Chemical Biology, 2010) formando una proteína roja brillante, que era estable durante muchos días 10 
en disolución y estable in vivo durante el transporte de su hierro fuertemente unido. Ngal se expresa in vivo, pero 
varios estímulos de “daño” elevan su concentración en órdenes de magnitud. Después de eso, Ngal circula en el 
suero y se cree que se captura por el receptor megalina del riñón, en donde Ngal aclara el complejo de 
sideróforo:Fe. Aunque se conoce mucho sobre el metabolismo de la forma urinaria de Ngal (se expresa a partir de la 
nefrona distal y se excreta en la orina como una proteína de longitud completa), se conoce menos sobre este 15 
sistema de aclaramiento y el papel del receptor megalina, que es el único receptor confirmado para Ngal. Para 
estudiar este proceso en profundidad, puede examinarse un mutante condicional de megalina. Además, para 
estudios en ratones de tipo natural, puede someterse a prueba una serie de mutantes de Ngal. Algunos de tales 
mutantes sortean el túbulo proximal en donde se ubica la megalina, dando como resultado su presencia en la orina. 
Estos mutantes pueden unirse todavía a sideróforo:FeIII a alta afinidad (y producir proteínas de color rojo), y pueden 20 
excretar definitivamente hierro, probablemente de una manera inactiva redox. De hecho, en vez de donar hierro a 
microorganismos, que es la preocupación principal de quelantes de moléculas pequeñas, los complejos de 
Ngal:sideróforo:Fe secuestran hierro de las bacterias. Puede someterse a prueba la hipótesis de que la megalina es 
el receptor de reciclaje clave para Ngal. Se espera que cuando se inhiba el complejo de megalina-Ngal, Ngal pueda 
unirse fuertemente a hierro en la orina, sirviendo por tanto como un agente terapéutico seguro para los síndromes 25 
comunes de enfermedades de sobrecarga de hierro. 
 
Las enfermedades de sobrecarga de hierro son casos comunes en la medicina clínica, y se ha demostrado que sus 
terapias son tóxicas para muchos linajes celulares así como inductoras del crecimiento bacteriano. Sobrecarga de 
hierro es una secuela común de las transfusiones de sangre, pero se conoce bien en hepatitis, enfermedad renal 30 
crónica así como en enfermedades hereditarias comunes tales como hemocromatosis. La presente invención implica 
el descubrimiento de una ruta de circulación de hierro basada en la proteína Ngal, que se expresa masivamente en 
el ser humano en diferentes tipos de daño tisular. Estos estudios en el metabolismo de Ngal proporcionan pruebas 
de concepto de que Ngal puede usarse como quelante de hierro terapéutico seguro. 
 35 
La transferrina se une específicamente a hierro en la circulación, lo que conserva su biodisponibilidad e impide su 
toxicidad redox. Sin embargo, aparece hierro no unido a transferrina (NTBI) en pacientes con una variedad de 
enfermedades1-3 incluyendo tanto causas genéticas como causas no genéticas. NTBI daña al hígado4-7, corazón8-12, 
glándulas endocrinas13-18 y riñón19-21 y una sobrecarga grave puede ser mortal22,23 al catalizar especies reactivas de 
oxígeno (ROS) por medio de las reacciones de Haber-Weiss y Fenton24-25. 40 
 
Hasta la fecha, dos moléculas pequeñas, deferoxamina (DFO) y deferiprona están disponibles para la quelación de 
NTBI y el tratamiento de sobrecarga de hierro26-28. Sin embargo, estas moléculas demuestran una toxicidad 
significativa. DFO provoca reacciones cutáneas, pérdida de audición, toxicidad renal y pulmonar, y lo más 
interesantemente infección fúngica29-32, que resulta porque DFO (que es un derivado de un “sideróforo” fúngico) 45 
puede suministrar hierro a patógenos32. La deferiprona también está asociada con genotoxicidad, neutropenia y 
agranulocitosis y enfermedad renal33,34. Por tanto, se requieren nuevos agentes para la excreción de NTBI no tóxico, 
que no suministra hierro a microorganismos. 
 
La presente invención utiliza un mecanismo endógeno de transporte de hierro (Molecular Cell, 2002; Nature N&V, 50 
2005; Nature Chemical Biology, 2010)35-38, que se manipula para exportar de manera segura hierro del cuerpo. El 
portador se denomina lipocalina asociada a gelatinasa de neutrófilos (Ngal). La presente invención implica mutantes 
de Ngal que permiten que Ngal se excrete de manera segura en la orina, todavía estando fuertemente unida a su 
hierro. 
 55 
Ngal es una proteína portadora de hierro pequeña (22 KDa) que se expresa notablemente en el suero y en la orina 
cuando un ser humano o un animal se expone a un estímulo que normalmente provoca lesión renal aguda (AKI: 
JASN, 2003; JCI, 2005; Lancet, 2005; Ann Int Med, 2008)39-42

. Como resultado, la proteína se conoce ahora bien 
como un “biomarcador” de AKI, confirmando más de 100 artículos su expresión robusta, aunque sólo unos pocos 
laboratorios estudian su biología. Se ha encontrado que una vez que se expresa Ngal, se secreta rápidamente a la 60 
circulación, en donde puede capturar hierro uniéndose a cofactores tales como catecoles endógenos o sideróforos 
de tipo catecolato relacionados (enteroquelina, Ent)36 que sintetizan bacterias para capturar hierro (véase la figura 
6). Por tanto, Ngal interrumpe el suministro de nutrientes de hierro para las bacterias, proporcionando bacteriostasis. 
 
Los complejos de Ngal son estables para su transporte, y se filtran por el glomérulo y los captura el túbulo proximal 65 
(figura 7), en donde se degrada Ngal y se libera hierro para su reciclaje38. Se cree que Ngal experimenta endocitosis 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



20 

por megalina en células del túbulo proximal y se ha caracterizado una interacción directa entre Ngal-megalina 
usando resonancia de plasmón superficial (SPR/Biacore)43. La presente invención implica mutantes de Ngal que 
pueden sortear la megalina, se unen aún a Ent:hierro, proporcionando por tanto un agente terapéutico que puede 
excretar de manera segura NTBI en la orina. 
 5 
Evaluación de la interacción Ngal-megalina usando mutantes de Ngal 
 
Puesto que la megalina puede ser el principal receptor que media en la reabsorción de Ngal filtrada43, se produjeron 
40 proteínas NGAL mutantes, algunas de las cuales se cree que seleccionan como diana la interacción Ngal-
megalina. La hipótesis de la megalina puede someterse a prueba usando uno de estos mutantes (K6) y sus 10 
derivados optimizados, que sortean parcialmente el túbulo proximal y aparecen en la orina. Este mutante puede 
usarse para estudiar las interacciones de proteína, y la captura celular y en órganos en ratones de tipo natural y en 
ratones deficientes en megalina condicionales, para confirmar que la interrupción de megalina permite la excreción 
de hierro. También pueden someterse a prueba mutantes adicionales usando este sistema. 
 15 
Evaluación de la interacción Ngal:Ent:FeIII en mutantes de Ngal 
 
Ngal contiene un cáliz central en donde, cuando se une Ent:FeIII, se produce una proteína roja brillante35 (figura 8). 
Los mutantes de Ngal, modificados por ingeniería genética para reducir sus interacciones con megalina, también 
eran de color rojo brillante cuando se mezclaban con Ent:FeIII, indicando retención de la afinidad de ligando. Los 20 
complejos de Ngal pueden analizarse cuantitativamente usando técnicas de extinción de fluorescencia y 
cristalografía de rayos X. 
 
Excreción segura de hierro mediante el suministro NGAL mutante:Ent:FeIII 
 25 
Pueden administrarse K6 y mutantes optimizados a ratones para someter a prueba la quelación de NTBI y la 
excreción urinaria de FeIII en modelos murinos de hemocromatosis hereditaria (HFE

-/-)44,45 y adquirida44. La eficacia 
puede evaluarse midiendo el agotamiento de NTBI del suero y el hígado, y puede descartarse la toxicidad midiendo 
el estrés oxidativo y la expresión de Ngal endógena, que se descubrió previamente que indica la aparición de daño 
renal. 30 
 
Significación Los pacientes sobrecargados de hierro demuestran una saturación de transferrina sérica elevada 
(>50%) y niveles de ferritina sérica elevada (>1000 µg/l)1-3. También demuestran hierro no unido a transferrina en la 
circulación (NTBI, por ejemplo 0,9-12,8 µmol/l en suero talasémico; 4-16,3 µM en sueros de hemocromatosis 
hereditaria (HH)2), así como una reserva de hierro lábil (LIP) dentro de las células46. Estas reservas anómalas de 35 
hierro participan en reacciones de Haber-Weiss y Fenton que oxidan lípidos y proteínas y mutan nucleótidos 
formando especies de hidroxilo, ferrilo o perferrilo24-25,47. En última instancia, se encuentra muerte celular en una 
variedad de órganos sensibles, incluyendo hígado (fibrosis/cirrosis y carcinoma hepatocelular)4-7, corazón 
(cardiomiopatía congestiva)8-12, riñón (necrosis y apoptosis de células del túbulo proximal)19-21 y glándulas 
endocrinas (diabetes, hipotiroidismo e hipogonadismo)13-18. 40 
 
En general hay dos tipos de trastornos de sobrecarga de hierro, hemocromatosis hereditaria (HH) y hemocromatosis 
adquirida (AH). La HH está provocada por pérdida de función de genes asociados con la regulación del metabolismo 
del hierro, tales como HFE (HH de tipo 1), HJV (HH de tipo 2A), HAMP (HH d tipo 2B), TfR2 (HH de tipo 3), 
SLC40A1 (HH de tipo 4), CP (aceruloplasminemia), TF (hipotransferrinemia)3,48. En la entidad más común, el alelo 45 
HFE C282Y de tipo I, el 28% de los varones estaban sobrecargados de hierro49. AH, en cambio, está provocada por 
transfusiones de sangre, talasemia mayor, anemias sideroblástica y hemolítica, sobrecarga de hierro de la dieta, 
enfermedades renal y hepática crónicas debidas a hepatitis C o alcohol o porfiria3,44,48. Los 5 millones de 
transfusiones de sangre, >15 millones de unidades/año en los Estados Unidos son la causa más común de AH50. 
Las transfusiones de sangre provocan sobrecarga de hierro porque aunque el ser humano pierde 1-2 mg hierro al 50 
día, cada unidad de sangre contiene 250 mg de hierro y aparecen claras evidencias de toxicidad tras 20 
transfusiones51-53. Las enfermedades renales crónicas también pueden producir un síndrome de deposición de hierro 
en exceso en el túbulo proximal y en el espacio urinario. El hierro se deposita en la corteza del riñón en nefropatía 
asociada a VIH54 así como en otras formas de síndrome nefrótico55. El hierro urinario es también un hallazgo común 
en AKI de diversas etiologías incluyendo hemoglobinuria y mioglobinuria56, quimioterapia (cisplatino57; 55 
doxorubicina58), isquemia-reperfusión59,60 e isquemia por trasplante61. Se cree que la liberación de hierro en la orina 
es una etapa crítica en el daño celular62-69. En resumen, tanto los pacientes de HH como los de AH padecen daño 
orgánico sin terapia de quelación de hierro22,23. 
 
Dos productos químicos quelantes de hierro están actualmente en uso clínico26-28, pero ambos están limitados por la 60 
toxicidad y problemas de seguridad a largo plazo (por ejemplo “Deferasirox: Uncertain future following renal failure 
fatalities, agranulocytosis and other toxicities. Expert Opin Drug Saf. 2007 6:235-9)29-34. La presente invención 
proporciona una estrategia novedosa que se aprovecha de los mecanismos endógenos de la circulación de hierro 
que se manipula para desarrollar un quelante de hierro no tóxico, altamente eficaz para el tratamiento de sobrecarga 
de hierro. Ngal es muy adecuada para este enfoque debido a las siguientes características. Ngal se identificó por 65 
primera vez como un portador de hierro y factor de crecimiento en células renales35. En segundo lugar, Ngal se une 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



21 

a hierro (figura 6) usando sideróforos bacterianos (tales como enteroquelina [Ent] de bacterias Gram-negativas, 
bacilibactina de bacterias Gram-positivas y carboximicobactinas de micobacterias36,70) o alternativamente catecoles 
endógenos encontrados en mamíferos38. Ent y catecoles tienen una afinidad por hierro extremadamente alta 
(Kd=10-49M y 10-45,9M, respectivamente)71,72, y Ngal se une fuertemente a Ent:Fe y catecol:Fe (Kd=0,4 nM)36,38, lo que 
permite que estos complejos secuestren hierro. De hecho, la quelación de sideróforos bacterianos por Ngal es un 5 
aspecto crítico de la respuesta inmunitaria innata, dado que los ratones Ngal-/- no aclaran inóculos bacterianos37. 
Estos datos están en contraposición con el quelante de hierro de alta afinidad DFO (Kd=10-30M)73 que puede 
suministrar su hierro a Rhizopus e inducir micosis por Mucor mortal32. En tercer lugar, la unión de hierro a Ngal limitó 
su reactividad tal como se demostró por la supresión de pruebas de fenantrolina y 3’-(p-hidroxifenil)fluoresceína 
(HPF) de Fe2+ reactivo; en otras palabras, la unión a Ngal bloqueó la reacción de Fenton38. En cuarto lugar, Ngal 10 
puede cargarse con hierro in vivo cuando se presentaba con Ent:55Fe o catecol:55Fe; el complejo de Ngal puede 
recuperarse entonces del suero cinco minutos después. En cuarto lugar, Ngal cargada con hierro se desplazaba a 
través de la circulación y se dirigía al riñón de ratón, tal como se demostró mediante autorradiografía38,40 (figura 9). 
Este proceso implicaba lo más probablemente filtración glomerular del complejo de Ngal, seguido por endocitosis 
mediada por megalina en la membrana apical del túbulo proximal43 puesto que se encontró Ngal en la orina de 15 
ratones deficientes en megalina74 (figura 10), y puesto que el análisis de resonancia de plasmón superficial (Biacore) 
mostró que Ngal y megalina interaccionaban directamente (Kd=60 nM43). En quinto lugar, el mismo proceso estaba 
en marcha en seres humanos, puesto que se visualizó Ngal en lisosomas del túbulo proximal de pacientes con AKI 
(figura 6). En sexto lugar, Ent tenía una afinidad muy alta por Ngal incluso en ausencia de hierro (Kd=3,57 nM)75, 
mientras que el propio catecol se unía a Ngal con escasa afinidad (Kd=200±6 nM)38 lo que significa que Ent era 20 
incluso un mejor candidato para la captura y el transporte de hierro que el catecol. Finalmente, el complejo de 
Ngal:Ent:FeIII era insensible al pH, no pudiendo disociarse incluso a pH 4,0, mientras que los complejos de 
Ngal:catecol:FeIII eran estables hasta pH 6,5, pero la acidificación revirtió progresivamente la extinción de 
fluorescencia dependiente de catecol y dio como resultado la disociación de hierro a pH 6,0 (figura 12)38. Por tanto, 
debido a su estabilidad en pH ácido, no se espera que Ngal:Ent:FeIII se disocie en orina acidificada. 25 
 
En resumen, Ngal:catecol/Ent pueden quelar NTBI en la circulación con alta afinidad y aclarar hierro en el riñón. Esta 
ruta es activa en seres humanos in vivo y hace circular potencialmente grandes cantidades de Ngal y hierro: si la 
TFG es de 140 l/día y la concentración de Ngal en suero es de 20 ng/ml, se reciclan 2,8 mg/día de NGAL (0,14 
µmoles) y 8 µg de hierro en el túbulo proximal, pero en el entorno de isquemia, insuficiencia renal, septicemia, el 30 
nivel de Ngal se eleva 100-1000 veces, lo que significa que puede estar en marcha un mecanismo muy sustancial de 
aclaramiento (dependiendo de la GFR residual). Por tanto, para entender la captura de hierro en el riñón y para crear 
una nueva terapia, se ha decidido alterar la reabsorción de Ngal. 
 
Innovación: A. La primera área de innovación tiene que ver con el tratamiento de enfermedades de sobrecarga de 35 
hierro que durante demasiado tiempo se ha basado en quelantes tóxicos29-34. La presente invención proporciona una 
estrategia para desarrollar quelantes de NTBI de alta eficacia, no tóxicos. Esta estrategia tiene muchas ventajas con 
respecto a los quelantes de hierro actuales porque (1) Ngal proporciona una ruta endógena para suministrar hierro al 
riñón35,36,38,39; (2) Ngal:Ent tiene una afinidad mayor por hierro que cualquier otra sustancia conocida71,72; (3) 
Ngal:Ent:FeIII es inactivo redox38; (4) Ngal:Ent:FeIII es estable en orina acidificada 38 y por tanto (5) puede quelar 40 
hierro urinario, aliviando quizá el daño en determinadas enfermedades renales. B. Una segunda área de innovación 
es una descripción del metabolismo de Ngal-hierro. Puede usarse un ratón bioluminescente para comparar el 
momento y la intensidad de la expresión génica de Ngal en el riñón y en la orina, lo que ha proporcionado una 
comprensión clara de la biosíntesis y excreción de esta reserva (Paragas et al, en Review). Mutantes de Ngal 
pueden someter a prueba directamente el papel de megalina en ratones de tipo natural y proporcionar datos 45 
complementarios para el análisis de ratones defectuosos en megalina. Este enfoque también puede someter a 
prueba la noción de que un segundo receptor de NGAL (24p3R)76 puede estar presente en la nefrona. 
 
Evaluación de la interacción Ngal-megalina mediante la generación de mutantes de Ngal 
 50 
Se cree que la megalina se une a sus ligandos usando una serie de interacciones electrostáticas entre dominios de 
unión a ligando cargados negativamente de la megalina y los dominios de superficie cargados positivamente del 
ligando77. En consecuencia, mutando residuos de superficie cargados positivamente de Ngal puede alterarse la 
interacción megalina-Ngal. Se identificaron dominios de superficie de Ngal humana basándose en su estructura 
cristalina (R. Strong; n.º de PDB 1L6M) usando el software Pymol78. Los dominios de superficie contenían 18 55 
aminoácidos cargados positivamente (Lys 15, Lys 46, Lys 50, Lys 59, Lys 62, Lys 73, Lys 74, Lys 75, Lys 98, His 
118, Arg 130, Lys 149, e His 165, R43, 72, 140 y K142, 157), 5 de los cuales se conservaban en mamíferos36, y se 
eligieron estos residuos para mutagénesis dirigida al sitio. Se clonó el ORF de Ngal humana (sin secuencia de 
péptido señal) en el plásmido de expresión bacteriana pGEX-4T-3 (Amersham) para generar una fusión GST-Ngal 
para crear un molde para la mutagénesis. Entonces se mutaron a alanina los residuos de superficie cargados 60 
positivamente conservados. Se mutaron los aminoácidos no conservados a residuos no cargados positivamente que 
ocupaban la misma posición en proteínas NGAL no humanas. Para la mutagénesis, se usó una estrategia individual 
o combinada con el kit de mutagénesis dirigida al sitio Quick-Change (Stratagene), produciendo 40 clones mutantes 
de Ngal. Entonces se produjeron proteínas NGAL mutantes y de tipo natural en E. coli BL21 mediante inducción con 
IPTG 0,2 mM, y purificación mediante aislamiento por afinidad basada en GST y cromatografía de filtración en gel 65 
usando los protocolos establecidos35,38. Entonces se examinaron funcionalmente estas proteínas Ngal 
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introduciéndolas (80 µg/400 µl) en ratones C57BL/6 (4 semanas) para identificar qué mutantes podían sortear la 
absorción renal y aparecer en la orina en el plazo de 3 h. Se detectaron los mutantes de Ngal K1, K2, K3, K5, K6 y 
K8 en la orina mediante SDS-PAGE así como mediante inmunotransferencia usando un anticuerpo específico de 
Ngal humana desarrollado en rata (R&D Systems) (Ngal recombinante=21 KDa; Ngal endógena=25 KDa), lo que 
sugiere que las mutaciones daban como resultado una pérdida de afinidad para los receptores de reciclaje en la 5 
membrana plasmática apical de epitelios del túbulo proximal. En cambio, los mutantes K4 y K7, de tipo natural, no 
pudieron detectarse en la orina y en consecuencia se reabsorbían lo más probablemente (figura 13). Estos datos 
proporcionan una información valiosa sobre la interacción Ngal-megalina porque someten a prueba si variaciones en 
la reabsorción de Ngal pueden atribuirse a variaciones en la interacción megalina-Ngal, proporcionando un 
entendimiento de los mecanismos de aclaramiento de Ngal en suero, y permitiendo la optimización de mutantes para 10 
excretar hierro. 
 
Base estructural de la interacción NGAL-megalina 
 
Interacciones con megalina 15 
 
La interacción entre NGAL humana de tipo natural (libre de ligando) y megalina acoplada a chip (Kd=∼60nM)43 
purificada a partir de corteza renal humana se analizó previamente mediante cromatografía de afinidad de α2-
macroglobulina79. Puede usarse la tecnología Biacore T100 para comparar las interacciones de NGAL de tipo natural 
y K6 (u otro mutante) con megalina. También puede someterse a prueba si la unión a ligando influye en la 20 
interacción Ngal-megalina usando sideróforos bacterianos y ligandos de catecol. Pueden calcularse los datos con el 
software BIAevaluation 4.1 (Biacore), que ajusta globalmente los datos para deducir parámetros cinéticos y de 
equilibrio. También puede usare una gama de condiciones de acoplamiento y regeneración, aunque la captura con 
anticuerpos proporciona a menudo los datos más limpios. 
 25 
Endocitosis mediada por megalina 
 
Pueden usarse modelos celulares de expresión de megalina clásicos para investigar la unión a megalina y la 
endocitosis. Tales células incluyen HK-290 y epitelios de saco vitelino de rata Brown Norway43. Las células de saco 
vitelino de rata son importantes porque la megalina es el único receptor que media en la endocitosis de Ngal 30 
humana en estas células, puesto que la captación se suprimió completamente con anticuerpos anti-megalina 43 (los 
anticuerpos neutralizantes demostraron ser más eficaces que ARNhp de megalina). Pueden marcarse proteínas de 
tipo natural y mutantes K6 (y otros mutantes) con sondas fluorescentes (Alexa 488, Molecular Probes) limpiadas 
mediante filtración en gel (GE Biotech, PD10) y diálisis (casete Pierce 10K)35,43 con el fin de estudiar su tasa de 
captación (50 µg/ml en DMEM libre de suero durante 0,5-6 horas) en presencia o ausencia de anticuerpos anti-35 
megalina de ser humano o de rata (Santa Cruz; 200 µg/ml)43 que se mostró previamente que bloqueaban la 
captación de Ngal humana de tipo natural en células BN43. La endocitosis de Ngal puede medirse tanto usando un 
microscopio de barrido láser confocal invertido LSM510-META de Zeiss como inmunotransferencias de extractos 
celulares para detectar la presencia de Ngal humana. Estos experimentos pueden determinar si la incapacidad de 
capturar K6 (u otros mutantes) puede atribuirse a interacciones Ngal-megalina defectuosas y si el defecto de 40 
afinidad o el defecto de endocitosis es verdaderamente parcial. Si es así, entonces pueden proporcionarse 
mutaciones adicionales para alterar las interacciones con megalina restantes. Los residuos de superficie cargados 
positivamente restantes en K6 (u otros mutantes) pueden mutarse usando un enfoque individual o de combinación 
como anteriormente, y luego someterse a prueba reiterativamente usando los ensayos Biacore y los ensayos de 
captación celular. Como resultado de estas mutaciones, pueden definirse el papel de la megalina en la captura de 45 
Ngal y el dominio de unión a megalina de Ngal. Adicionalmente pueden generarse mutantes optimizados. 
 
Receptores alternativos 
 
Los datos (figura 9 y 13) y un informe previamente publicado43 sugieren que la megalina es un receptor esencial 50 
para Ngal. Sin embargo, puede haber receptor(es) distinto(s) de megalina en el túbulo proximal. El principal 
candidato es 24p3R (SLC22A17), que se encuentra por todo el riñón y se mostró que media en la endocitosis de 
Ngal76, pero su función aún no está confirmada. Pueden generarse células HEK293 transfectadas de manera estable 
que sobreexpresan 24p3R humano, y puede determinarse la captación de Ngal:Ent:FeIII y Ngal mutante K6 y de tipo 
natural marcados con Alexa-488, por ejemplo usando microscopía confocal e inmunotransferencias. Si 24p3R 55 
estimula la captación de NGAL de tipo natural, puede ser un receptor para Ngal, y el mutante K6 (y otros mutantes) 
puede mostrar interacciones defectuosas con este receptor. 
 
Distribución de mutantes de Ngal in vivo 
 60 
Puede realizarse una prueba adicional de la interacción Ngal-megalina usando un modelo murino deficiente 
condicional en megalina91, en el que se deleciona la megalina en los epitelios del túbulo proximal usando ratones 
con megalina flanqueada por sitios loxP y gGT-Cre que deleciona específicamente genes en el 80% de las células 
en el segmento S3 del túbulo proximal92. Según TE Willnow91, estos ratones delecionados de manera condicional 
son viables y fértiles. La eficacia de la deleción de megalina puede confirmarse mediante tinción inmunohistoquímica 65 
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con anticuerpos anti-megalina. Si la deleción es completa, pueden cruzarse ratones megalinaf/f con ratones 
megalinaf/+gGT-Cre para generar ratones megalinaf/f:gGT-Cre (25%) y controles de compañeros de camada 
megalinaf/f (25%), megalinaf/+:gGT-Cre (25%) y megalinaf/+ (25%). Los ratones con deleción de megalina (n=12) 
pueden identificarse mediante genotipado por PCR del alelo flanqueado por sitios loxP y la gGT-cre recombinasa. 
Pueden someterse a prueba mutantes K6 o de tipo natural marcados con Alexa-488 o rodamina (dos marcadores 5 
diferentes para evitar la contribución de cargas negativas (Alexa-488) o positiva (rodamina)) mediante inyección i.p. 
en ratones de 4 semanas de edad y analizarse su circulación usando un microscopio de barrido láser confocal 
invertido LSM510-META de Zeiss e inmunotransferencias con anticuerpos anti-ser humano. Puesto que la expresión 
de megalina se limita a epitelios renales proximales, células paratiroideas, células epiteliales epididimarias, 
neumocitos de tipo II, células foliculares tiroideas y epiteliales mamarias, puede investigarse la distribución de tanto 10 
Ngal de tipo natural como mutante en ratones de tipo natural y deficientes para explorar la interacción Ngal-megalina 
in vivo. Si la captura de NGAL WT mediante el túbulo proximal se suprime en el riñón de deficiente en megalina 
condicional, y se excreta Ngal (similar a la figura 10), es probable que la megalina sea el único receptor de Ngal en 
el riñón y el receptor 24p3R propuesto no sea esencial. Si este es el caso, entonces la distribución de NGAL WT 
debe correlacionarse también con la distribución de megalina en diferentes tejidos. Además, si mutantes de Ngal 15 
tales como K6 tienen una escasa afinidad por megalina, su escape en la orina puede explicarse directamente. Por 
otro lado, si se captura NGAL WT en el túbulo proximal deficiente en megalina y por células del cuerpo en las que no 
se expresa megalina, entonces se espera(n) receptor(es) alternativo(s). En este caso, la excreción de Ngal mutante 
puede ser el resultado de pérdida de afinidad no sólo para megalina, sino para receptores distintos de megalina. 
 20 
Evaluación de la interacción Ngal:Ent:FeIII en mutantes de Ngal 
 
Ngal se une específicamente a Ent:FeIII y Ent con altas afinidades (0,4 nM y 3,57 nM, respectivamente)36,75, y no 
puede liberar el hierro unido incluso a bajo pH38. El hierro secuestrado por Ngal ya no participa en reacciones 
químicas y el complejo es estable para su transporte en circulación. Puede someterse a prueba si los mutantes de 25 
pérdida de “reabsorción” tienen todavía la capacidad de unirse a sideróforos férricos a alta afinidad. Los datos 
iniciales muestran que los mutantes conservan el hierro en presencia de Ent (figura 14) y demuestran una coloración 
roja definida. La interacción Ngal K6:Ent puede cuantificarse y los efectos estructurales de las mutaciones 
introducidas pueden determinarse. 
 30 
Medición cuantitativa de la unión Ent:FeIII mediante Ngal 
 
Puede utilizarse una estrategia de extinción de fluorescencia (FQ) (Nature Chemical Biology, 201038, figura 10) para 
cuantificar el espectro de interacciones de Ngal y mutantes de Ngal:sideróforo férrico93-98 para deducir mediciones de 
afinidad para la unión a Ent. Pueden recogerse datos de excitación λexc. = 281 nm y emisión λem. = 340 nm a partir de 35 
disoluciones de proteína mutante de Ngal K6 100 nM (con ubiquitina 32 µg/ml y DMSO al 5%), expuestas a Ent:Fe. 
La sensibilidad al pH del complejo puede determinarse ajustando de manera incremental el pH de la disolución hasta 
que la señal de fluorescencia se estabiliza. Los datos pueden examinarse usando análisis de regresión no lineal 
usando un modelo de unión de un sitio (DYNAFIT)99. Pueden realizarse experimentos de control para garantizar la 
estabilidad de proteínas. Las técnicas alternativas incluyen SPR y calorimetría de titulación isotérmica (por ejemplo 40 
del grupo de Strong86). 
 
Base estructural para la formación de Ngal mutante:Ent:FeIII 
 
Con el fin de confirmar que las mutaciones introducidas para desmantelar la unión a megalina no interferían con 45 
reconocimiento del ligando de sideróforo férrico, puede determinarse la estructura de K6 ± Ent:FeIII mediante 
cristalografía de rayos X. Más de 20 estructura cristalinas de Ngal, incluyendo formas humanas, murinas y mutantes, 
± CHO unido a N, tanto vacías como unidas a una serie de sideróforos naturales o análogos sintéticos se han 
determinado previamente (36, 38, 93, 99, 100). Puesto que las mutaciones K6 afectan a los contactos cristalinos en 
todas las formas cristalinas de Ngal conocidas, esto puede aproximarse como una determinación de la estructura de 50 
novo. Para la cristalización, la proteína puede estar altamente purificada mediante cromatografía de GST, seguido 
por filtración en gel y cromatografía de intercambio iónico, con la pureza y la monodispersividad determinadas 
mediante PAGE reducida/no reducida y espectroscopía de masas con dispersión de luz estática/dinámica 
concurrente (SLS/DLS). Pueden examinarse preparaciones de proteínas monodispersas para determinar su 
capacidad de cristalización usando robótica de submicrolitros y exámenes factoriales disponibles comercialmente. 55 
Los cristales preliminares pueden optimizarse en formatos de cristalización convencionales usando metodologías 
establecidas para catalizar la cristalización. Alternativamente, la proteína pueden purificarse de manera más rigurosa 
o complejarse con Fab (se determinó la estructura de un complejo de Ngal murino:Fab [cristalizado a partir de PEG 
4000 al 20% e isopropanol al 10%, pH = 7,0; grupo espacial: P212121, a = 37,9 Å, b = 69,4 Å, c = 117,6 Å; dmin. = 
2,15 Å, Rfusión = 0,04], puede usarse un panel de más de 16 Fab de anticuerpo anti-Ngal humana para la 60 
cristalización). Pueden recogerse datos de difracción. Los datos pueden reducirse con cualquiera de una variedad 
de paquetes de software disponibles y pueden calcularse las fases mediante Fourier de diferencia directa (para 
cristales isomorfos), reemplazo molecular (MR), MAD (generalmente usando selenometionina) o MIRAS (usando 
cualquiera de una variedad de estrategias de derivatización). Estos datos pueden caracterizar cuantitativamente 
interacciones Ngal:Ent, indicando si K6 (u otros mutantes) han retenido la afinidad por Ent:FeIII. Estos estudios 65 
pueden mostrar que las mutaciones introducidas alteran la unión a ligando, y las estructuras pueden usarse para 
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diseñar por ingeniería genética mutaciones adicionales. 
 
Excreción segura de hierro mediante el suministro NGAL mutante:Ent:FeIII 
 
Para someter a prueba si Ngal K6:Ent puede quelar eficazmente y suministrar NTBI a la orina a través del riñón, se 5 
introdujo el complejo K6:Ent:55FeIII (80 µg) en ratones (4 semanas), y se recogió la orina durante 3 h en jaulas 
metabólicas. Tal como se muestra en la figura 16, el 23% del complejo K6-55FeIII inyectado se suministró a la orina, 
en paralelo con el porcentaje de proteína K6 encontrada en la orina (figura 13), mientras que se excretó menos del 
0,1% del producto inyectado de tipo natural. Sólo se acumularon cantidades traza de 55FeIII en el hígado (<1%), 
indicando que una vez que K6:Ent queló el hierro, se suministró principalmente al riñón y a la orina. Basándose en 10 
estos resultados, puede someterse a prueba si K6:Ent puede capturar, quelar, hacer circular y eliminar NTBI 
endógeno. 
 
Quelación y excreción de NTBI por K6:Ent en modelos murinos de hemocromatosis 
 15 
Establecimiento y evaluación de modelos de ratón 
 
Un modelo de ratón de hemocromatosis hereditaria de tipo 1 que carece del gen Hfe está disponible de Jackson 
Labs (n.º de reserva: 003812). Estos ratones desarrollan sobrecarga de hierro en órganos 12 semanas tras el 
destete45. Un modelo de ratón de hemocromatosis adquirida puede establecerse tal como se notificó previamente101. 20 
Este modelo de ratón de sobrecarga de hierro mediada por transfusión se realizó transfundiendo RBC de ratón 
almacenados (14 días a 4ºC) (200 o 400 µl a 17,0-17,5 g/dl de hemoglobina) a un receptor por medio del plexo 
retroorbital de ratones anestesiados con isoflurano, que es el equivalente de la transfusión de un ser humano con 1-
2 unidades de RBC. En resumen, los RBC se obtienen de 30-50 ratones C57BL/6 en disolución de CPDA-1 (Baxter), 
se sometieron a leucorreducción usando un filtro de reducción de leucocitos de alta eficacia neonatal (PurecellNeo) y 25 
luego se concentraron mediante centrifugación hasta un nivel de hemoglobina final de 17 g/dl, tal como se determina 
mediante ensayos de Drabkin (Ricca)102 y se comparó la densidad óptica (540 nm) con los patrones Count-a-Part 
Cyanmethemoglob-in Standards (Diagnostic Technology)101. Se cuentan los leucocitos residuales mediante 
citometría (LeucoCOUNT; BD)101. Se observó previamente NTBI en ratones tanto HFE

-/- (∼3,7 µM)103 como 
transfundidos con RBC (∼2,5 µM)101. NTBI puede medirse en estos modelos usando un ensayo de ultrafiltración de 30 
ácido nitrilotriacético (NTA) convencional101. Esto puede realizarse incubando plasma heparinizado (90 µl) con NTA 
(800 mM, pH 7,0) y luego preparando un ultrafiltrado de 30K (NanoSep, punto de corte de 30 kDa, tipo de 
polisulfona) y midiendo NTBI con ferrozina104. Puede determinarse el hierro orgánico total usando un procedimiento 
que implica desecación a 65ºC, seguido por acidificación y detección de NTBI con un cromógeno (batofenantrolina 
1,6 mM)105. Puede detectarse la hemoglobinemia espectrofotométricamente usando un espectrofotómetro 35 
PowerWave XS (BioTek)101. Puede detectar la acumulación de hierro intracelular en el hígado y el bazo en 
secciones de parafina con reactivo de Perl que revela gránulos azules54 y en secciones con inmunotinción conjunta 
para detectar macrófagos con anticuerpo anti-F4/80 de ratón (eBioscience) y kits de ABC y DAB (Vector 
Laboratories)101. 
 40 
Tal como se notificó anteriormente, varias citocinas/quimiocinas, especialmente interleucina-6 (IL-6), proteína 
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), proteína inhibidora de macrófagos-1β (MIP-1β) y quimiocina derivada de 
queratinocitos/CXCL1 (KC/CXCL1) están aumentadas en el plasma 2 h tras la transfusión de RBC almacenados 
antiguos101. Por tanto, estas citocinas pueden medirse como marcadores de sobrecarga de hierro y como una 
medida de la eficacia del tratamiento de Ngal. Las citocinas/quimiocinas pueden cuantificarse usando el kit de matriz 45 
de perlas citométricas Flex (BD Biosciences) y plasma con un citómetro FACSCalibur (BD Biosciences) equipado 
con el software FlowJo101. 
 
Tratamiento de sobrecarga de hierro con K6:Ent y evaluación de la eficacia del tratamiento. 
 50 
El complejo K6:Ent puede introducirse en ratones HFE

-/- o transfundidos con RBC mediante infusión intravenosa con 
una bomba microosmótica (ALZET®). Para ratones HFE

-/-, la dosis de K6:Ent puede ser de 17,9 mg de K6:Ent 
durante 12 horas, 3 veces a la semana durante 4 semanas. Esta dosis se basa en el siguiente cálculo: Para ratones 
HFE

-/-, NTBI es ∼3,7 µM y el volumen de sangre ∼ 1,6 ml; para maximizar la quelación y eliminación de hierro, deben 
estar presentes continuamente los mismos moles de Ngal:Ent en la circulación durante un tratamiento de 12 horas 55 
con la consideración de la semivida de Ngal de 10 min, o aproximadamente ∼0,85 µmoles (∼17,9 mg) de Ngal:Ent 
que se requieren teóricamente a lo largo de 12-horas. De manera similar, para los ratones con transfusión la dosis 
es de ∼0,58 µmoles (∼12 mg) de Ngal:Ent a lo largo de 12 horas en un único periodo de tratamiento. Apo-K6 es 
como un control negativo porque no se une a hierro y disociaría los catecoles endógenos asociados. NGAL WT es 
también un control útil porque la captura la megalina, y no hace circular hierro a la orina. 60 
 
La eficacia de tratamiento puede evaluarse mediante la medición de hierro sérico y urinario, la concentración de 
hierro en el hígado, el bazo y el riñón, la acumulación de hierro intracelular en macrófagos y hepatocitos, y 
citocinas/quimiocinas en el plasma de ratones tratados con K6:Ent frente a tratados con K6 o de tipo natural tal como 
se describió anteriormente. Ngal K6 puede detectarse en la orina mediante inmunotransferencia con anticuerpos 65 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



25 

anti-ser humano. Los datos preliminares sugieren que K6 aparecerá en la orina, y que K6:Ent disminuirá 
notablemente NTBI sérico, disminuirá el contenido de hierro de ratones HFE

-/- y la sobrecarga por transfusión, y 
adicionalmente normalizará los niveles de citocinas/quimiocinas en transfusiones con RBC antiguos. 
 
Efecto del tratamiento con K6:Ent sobre el daño celular mediado por hierro 5 
 
La medición de la actividad redox en los lípidos peroxidados del riñón es un marcador del estrés oxidante catalizado 
por hierro, que se mide mediante malondialdehído. Se separa la corteza renal de ratones sometidos a tratamiento 
con K6 de la médula, se homogeneiza106,107 y se trata con TCA y ácido tiobarbitúrico y se lee el sobrenadante a 535 
nm. Se calcula el malondialdehído, expresado en nmoles, usando un coeficiente de extinción molar de 1,56 x 105 M-10 
1cm-1 a 535 nm. Una medición adicional del daño renal durante el tratamiento con K6 es la detección de uNgal de 
ratón endógena (25 KDa) con anticuerpo frente a ratón (R&D Systems). Ngal se expresa en el plazo de 3 h del daño 
mediante estímulos que provocan AKI incluyendo ataque radical, y en el presente documento se medirá uNgal en los 
diferentes grupos de tratamiento. 
 15 
Medición de hierro libre y actividad redox en orina de ratón 
 
Los datos presentados en el presente documento sugieren que el hierro se unirá fuertemente a Ngal K6 y será 
inactivo redox incluso en la orina ácida. Esto puede someterse a prueba usando la prueba de bleomicina 
espectrofotométrica clásica de Gutteridge57 para medir el hiero “catalítico” urinario en ratones tratados con K6, 20 
K6:Ent y NGAL de tipo natural. Se recoge orina en agua libre de pirógenos, tratada con Chelex y se crea un 
ultrafiltrado usando instrumento Microcon 10K (Millipore), medido con los ensayos de bleomicina. Se prepara una 
curva patrón con adiciones conocidas en la orina de FeCl3 y hierro detectable con bleomicina registradas por mg de 
creatinina (Abeam). También puede usarse una segunda estrategia para medir la actividad redox -la generación de 
radicales hidroxilo mediada por hierro puede detectarse mediante la conversión de 3’-(p-hidroxifenil)fluoresceína 25 
(HPF; Invitrogen) en fluoresceína en presencia de ácido ascórbico94 (ex. 490 nm, em. 515 nm). Tal como se muestra 
en la figura 12, NGAL de tipo natural extinguía la actividad de catecol:FeIII -se somete a prueba orina de ratones 
tratados con K6, K6:Ent y NGAL WT:Ent. Un control positivo es Ent/catecol:FeIII seguido por K6 que inhibe la 
producción de radicales superóxido. 
 30 
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SEQ ID NO: 1 NGAL WT 

 

SEQ ID NO: 2 K-3 

 

SEQ ID NO: 3 K-2 

 

SEQ ID NO: 4 I-3 

 

SEQ ID NO: 5 I-1 

 

SEQ ID NO: 6 K-5 

 

SEQ ID NO: 7 K-1 

 

SEQ ID NO: 8 F-4 

 

SEQ ID NO: 9 F-5  

 

SEQ ID NO: 10 B-2 

 

SEQ ID NO: 11 EcNGAL 

 

SEQ ID NO: 12 CfNGAL 

 

SEQ ID NO: 13 SsNGAL 

 

SEQ ID NO: 14 PtNGAL 

 

SEQ ID NO: 15 MamNGAL 
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SEQ ID NO: 16 BtNGAL 

 

SEQ ID NO: 17 MmNGAL 

 

SEQ ID NO: 18 RnNGAL 

 

SEQ ID NO: 19 Megalina Hs 
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SEQ ID NO: 20 Megalina Mm 
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SEQ ID NO: 21 A-1 

 

SEQ ID NO: 22 A-2 

 

SEQ ID NO: 23 A-3 
 

   

SEQ ID NO: 24 B-1 
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SEQ ID NO: 25 B-3 

 

SEQ ID NO: 26 B-4 

 

SEQ ID NO: 27 B-5 

 

SEQ ID NO: 28 C-1 

 

SEQ ID NO: 29 C-3 

 

SEQ ID NO: 30 C-4 

 

SEQ ID NO: 31 C-5 

 

SEQ ID NO: 32 D-1 

 

SEQ ID NO: 33 D-2 

 

SEQ ID NO: 34 E-2 

 

SEQ ID NO: 35 F-1 

 

SEQ ID NO: 36 F-2 

 

SEQ ID NO: 37 G-1 

 

SEQ ID NO: 38 G-2 
 

   

SEQ ID NO: 39 G-3 
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SEQ ID NO: 40 H-1 

 

SEQ ID NO: 41 H-2 

 

SEQ ID NO: 42 H-3 

 

SEQ ID NO: 43 H-5 

 

SEQ ID NO: 44 I-4 

 

SEQ ID NO: 45 I-5 

 

SEQ ID NO: 46 L-1 

 

SEQ ID NO: 47 L-2 

 

SEQ ID NO: 48 B-5-1 

 

SEQ ID NO: 49 B-5-2 

 

SEQ ID NO: 50 B-5-5 

 

SEQ ID NO: 51 WT-1 

 

SEQ ID NO: 52 WT-3 

 

SEQ ID NO: 53 WT-4 
 

   

SEQ ID NO: 54 WT-4-1 
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SEQ ID NO: 55 WT-4-1-4 

 

SEQ ID NO: 56 D1-1 

 

SEQ ID NO: 57 D1-4 

 

SEQ ID NO: 58 D1-4-1 

 

SEQ ID NO: 59 D1-4-2 

 

SEQ ID NO: 60 D1-4-2-1 

 

SEQ ID NO: 61 D1-4-2-1-1 

 

SEQ ID NO: 62 D1-4-2-1-3 

 

SEQ ID NO: 63 D1-4-2-1-4 

 

SEQ ID NO: 64 D1-4-2-1-1-1 

 

SEQ ID NO: 65 D1-4-2-1-1-2 

 

SEQ ID NO: 66 D1-4-2-1-1-4 

 

SEQ ID NO: 67 K3-4 

 

SEQ ID NO: 68 K3-5 
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SEQ ID NO: 69 Mutante de NGAL 
 

X1= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 70 Mutante de NGAL 
 

X2= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 71 Mutante de NGAL 
 

X3= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 72 Mutante de NGAL 
 

X4= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 73 Mutante de NGAL 
 

X5= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 74 Mutante de NGAL 
 

X6= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 75 Mutante de NGAL 
 

X7= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 76 Mutante de NGAL 
 

X8= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 77 Mutante de NGAL 
 

X9= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 78 Mutante de NGAL 
 

X10= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 79 Mutante de NGAL 
 

X11= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 80 Mutante de NGAL 
 

X12= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 81 Mutante de NGAL 
 

X13= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 82 Mutante de NGAL 
 

X14= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 83 Mutante de NGAL 
 

X15= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 84 Mutante de NGAL 
 

X16= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 85 Mutante de NGAL 
 

X17= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 86 Mutante de NGAL 
 

X18= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 87 Mutante de NGAL 
 

X19= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 88 Mutante de NGAL 
 

X20= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 89 Mutante de NGAL 
 

X21= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 90 Mutante de NGAL 
 

X22= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 91 Mutante de NGAL 
 

X23= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 92 Mutante de NGAL 
 

X24= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 93 Mutante de NGAL 
 

X25= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 94 Mutante de NGAL 
 

X26= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 95 Mutante de NGAL 
 

X27= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 96 Mutante de NGAL 
 

X28= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 97 Mutante de NGAL 
 

X29= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 98 Mutante de NGAL 
 

X30= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 99 Mutante de NGAL 
 

X31= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 100 Mutante de NGAL 
 

X32= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 101 Mutante de NGAL 
 

X33= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 102 Mutante de NGAL 
 

X34= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 103 Mutante de NGAL 
 

X35= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 104 Mutante de NGAL 
 

X36= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



42 

SEQ ID NO: 105 Mutante de NGAL 
 

X37= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 106 Mutante de NGAL 
 

X38= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 107 Mutante de NGAL 
 

X39= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 108 Mutante de NGAL 
 

X40= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 109 Mutante de NGAL 
 

X41= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 110 Mutante de NGAL 
 

X42= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 111 Mutante de NGAL 
 

X43= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 

SEQ ID NO: 112 Mutante de NGAL 
 

X44= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 113 Mutante de NGAL 
 

X45= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 114 Mutante de NGAL 
 

X46= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 115 Mutante de NGAL 
 

X47= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 116 Mutante de NGAL 
 

X48= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 117 Mutante de NGAL 
 

X49= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 118 Mutante de NGAL 
 

X50= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 119 Mutante de NGAL 
 

X51= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 120 Mutante de NGAL 
 

X52= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 121 Mutante de NGAL 
 

X53= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 122 Mutante de NGAL 
 

X54= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 123 Mutante de NGAL 
 

X55= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 124 Mutante de NGAL 
 

X56= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 125 Mutante de NGAL 
 

X57= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 126 Mutante de NGAL 
 

X58= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 127 Mutante de NGAL 
 

X59= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 128 Mutante de NGAL 
 

X60= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



44 

SEQ ID NO: 129 Mutante de NGAL 
 

X61= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 130 Mutante de NGAL 
 

X62= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 131 Mutante de NGAL 
 

X63= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 132 Mutante de NGAL 
 

X64= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 133 Mutante de NGAL 
 

X65= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 134 Mutante de NGAL 
 

X66= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 135 Mutante de NGAL 
 

X67= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 136 Mutante de NGAL 
 

X68= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 137 Mutante de NGAL 
 

X69= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 138 Mutante de NGAL 
 

X70= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 139 Mutante de NGAL 
 

X71= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 140 Mutante de NGAL 
 

X72= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 
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SEQ ID NO: 141 Mutante de NGAL 
 

X73= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 142 Mutante de NGAL 
 

X74= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 143 Mutante de NGAL 
 

X75= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 144 Mutante de NGAL 
 

X76= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 145 Mutante de NGAL 
 

X77= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 146 Mutante de NGAL 
 

X78= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 147 Mutante de NGAL 
 

X79= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 148 Mutante de NGAL 
 

X8= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 149 Mutante de NGAL 
 

X81= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 

SEQ ID NO: 150 Mutante de NGAL 
 

X82= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 151 Mutante de NGAL 
 

X83= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 152 Mutante de NGAL 
 

X84= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 153 Mutante de NGAL 
 

X85= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 154 Mutante de NGAL 
 

X86= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 155 Mutante de NGAL 
 

X87= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 156 Mutante de NGAL 
 

X88= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 157 Mutante de NGAL 
 

X89= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 158 Mutante de NGAL 
 

X90= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 159 Mutante de NGAL 
 

X91= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 160 Mutante de NGAL 
 

X92= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 161 Mutante de NGAL 
 

X93= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 162 Mutante de NGAL 
 

X94= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 163 Mutante de NGAL 
 

X95= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 164 Mutante de NGAL 
 

X96= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 165 Mutante de NGAL 
 

X97= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 166 Mutante de NGAL 
 

X98= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 167 Mutante de NGAL 
 

X99= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 168 Mutante de NGAL 
 

X100= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 169 Mutante de NGAL 
 

X101= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 170 Mutante de NGAL 
 

X102= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 171 Mutante de NGAL 
 

X103= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 172 Mutante de NGAL 
 

X104= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 173 Mutante de NGAL 
 

X105= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 174 Mutante de NGAL 
 

X106= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 175 Mutante de NGAL 
 

X107= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 176 Mutante de NGAL 
 

X108= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 177 Mutante de NGAL 
 

X109= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 

SEQ ID NO: 178 Mutante de NGAL 
 

X110= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 179 Mutante de NGAL 
 

X111= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 180 Mutante de NGAL 
 

X112= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 181 Mutante de NGAL 
 

X113= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 182 Mutante de NGAL 
 

X114= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 183 Mutante de NGAL 
 

X115= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 184 Mutante de NGAL 
 

X116= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 185 Mutante de NGAL 
 

X117= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 186 Mutante de NGAL 
 

X118= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, H 

SEQ ID NO: 187 Mutante de NGAL 
 

X119= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 188 Mutante de NGAL 
 

X120= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



49 

SEQ ID NO: 189 Mutante de NGAL 
 

X121= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 190 Mutante de NGAL 
 

X122= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 191 Mutante de NGAL 
 

X123= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 192 Mutante de NGAL 
 

X124= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 193 Mutante de NGAL 
 

X125= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 194 Mutante de NGAL 
 

X126= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 195 Mutante de NGAL 
 

X127= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 196 Mutante de NGAL 
 

X128= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 197 Mutante de NGAL 
 

X129= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 198 Mutante de NGAL 
 

X130= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 

SEQ ID NO: 199 Mutante de NGAL 
 

X131= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 200 Mutante de NGAL 
 

X132= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 201 Mutante de NGAL 
 

X133= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 202 Mutante de NGAL 
 

X134= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 203 Mutante de NGAL 
 

X135= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 204 Mutante de NGAL 
 

X136= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 205 Mutante de NGAL 
 

X137= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 206 Mutante de NGAL 
 

X138= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 207 Mutante de NGAL 
 

X139= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 208 Mutante de NGAL 
 

X140= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 

SEQ ID NO: 209 Mutante de NGAL 
 

X141= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 210 Mutante de NGAL 
 

X142= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 211 Mutante de NGAL 
 

X143= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 212 Mutante de NGAL 
 

X144= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

E11787264
24-04-2018ES 2 667 066 T3

 



51 

SEQ ID NO: 213 Mutante de NGAL 
 

X145= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 214 Mutante de NGAL 
 

X146= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 215 Mutante de NGAL 
 

X147= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 216 Mutante de NGAL 
 

X148= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 217 Mutante de NGAL 
 

X149= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 218 Mutante de NGAL 
 

X150= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 219 Mutante de NGAL 
 

X151= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 220 Mutante de NGAL 
 

X152= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 221 Mutante de NGAL 
 

X153= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 222 Mutante de NGAL 
 

X154= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, R 

SEQ ID NO: 223 Mutante de NGAL 
 

X155= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 224 Mutante de NGAL 
 

X156= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 225 Mutante de NGAL 
 

X157= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, K 

SEQ ID NO: 226 Mutante de NGAL 
 

X158= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 227 Mutante de NGAL 
 

X159= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 228 Mutante de NGAL 
 

X160= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 229 Mutante de NGAL 
 

X161= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 230 Mutante de NGAL 
 

X162= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 231 Mutante de NGAL 
 

X163= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 232 Mutante de NGAL 
 

X164= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 233 Mutante de NGAL 
 

X165= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V, H 

SEQ ID NO: 234 Mutante de NGAL 
 

X166= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 235 Mutante de NGAL 
 

X167= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 236 Mutante de NGAL 
 

X168= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 
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SEQ ID NO: 237 Mutante de NGAL 
 

X169= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 238 Mutante de NGAL 
 

X170= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 239 Mutante de NGAL 
 

X171= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 240 Mutante de NGAL 
 

X172= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 241 Mutante de NGAL 
 

X173= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 242 Mutante de NGAL 
 

X174= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 243 Mutante de NGAL 
 

X175= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 244 Mutante de NGAL 
 

X176= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 245 Mutante de NGAL 
 

X177= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 246 Mutante de NGAL 
 

X178= Q, A, N, D, C, E, G, I, L, M, F, P, S, T, W, Y, V 

SEQ ID NO: 247 D1-4-2-1-4-2 

 

SEQ ID NO: 248 D1-4-2-1-4-3 
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SEQ ID NO: 249 K3-4-2 
 

 

SEQ ID NO: 250 K3-3Con 

 

SEQ ID NO: 251 K3-4Con 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 o SEQ ID NO: 5, en la que 
la proteína NGAL mutante 
 5 
(a) puede unirse a un sideróforo, y 
 
(b) se excreta en la orina. 
 
2. Proteína NGAL mutante según la reivindicación 1, en la que la proteína NGAL mutante tiene actividad 10 
bacteriostática. 
 
3. Proteína NGAL mutante según la reivindicación 1, en la que el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en 
la orina en un tiempo determinado tras la administración sistémica de la proteína NGAL mutante a un sujeto es 
mayor que el % de proteína NGAL WT que se acumula en la orina tras la administración sistémica de proteína NGAL 15 
WT a un sujeto a lo largo del mismo periodo de tiempo; o 
 
en la que el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en la orina en un tiempo determinado tras la 
administración sistémica de la proteína NGAL mutante a un sujeto es 10 veces o más mayor que el % de proteína 
NGAL WT que se acumula en la orina tras la administración sistémica de proteína NGAL WT a un sujeto a lo largo 20 
del mismo periodo de tiempo; o 
 
en la que el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en la orina en un tiempo determinado tras la 
administración sistémica de la proteína NGAL mutante a un sujeto es 100 veces o más mayor el % de proteína 
NGAL WT que se acumula en la orina tras la administración sistémica de proteína NGAL WT a un sujeto a lo largo 25 
del mismo periodo de tiempo. 
 
4. Proteína NGAL mutante según la reivindicación 1, en la que el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en 
la orina tres horas tras la administración sistémica de la proteína NGAL mutante a un sujeto es del 1% o más; o 
 30 
en la que el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en la orina tres horas tras la administración sistémica 
de la proteína NGAL mutante a un sujeto es del 2% o más; o 
 
en la que el % de la proteína NGAL mutante que se acumula en la orina tres horas tras la administración sistémica 
de la proteína NGAL mutante a un sujeto es del 5% o más. 35 
 
5. Secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2 según 
la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico comprende el marco de lectura abierto de número de registro de 
Genbank: NM_005564 en la que los codones que codifican para los residuos 15, 46, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 
165 están mutados para que codifiquen para la proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 2. 40 
 
6. Secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 3 según 
la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico comprende el marco de lectura abierto de número de registro de 
Genbank: NM_005564 en la que los residuos 15, 73, 74, 75, 98, 118, 130, 149 y 165 están mutados para que 
codifiquen para la proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 3. 45 
 
7. Secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 4 según 
la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico comprende el marco de lectura abierto de número de registro de 
Genbank: NM_005564 en la que los residuos 62, 73, 74, 75 y 98 están mutados para que codifiquen para la proteína 
NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 4. 50 
 
8. Secuencia de ácido nucleico que codifica para una proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 5 según 
la reivindicación 1, en la que el ácido nucleico comprende el marco de lectura abierto de número de registro de 
Genbank: NM_005564 en la que los residuos 15, 73, 74, 75 y 130 están mutados para que codifiquen para la 
proteína NGAL mutante que comprende SEQ ID NO: 5. 55 
 
9. Vector de expresión que comprende una secuencia de ácido nucleico según las reivindicaciones 5, 6, 7 u 8 
operativamente unida a un promotor. 
 
10. Célula bacteriana que expresa de manera estable un ácido nucleico según las reivindicaciones 5, 6, 7 u 8. 60 
 
11. Célula de mamífero que expresa de manera estable un ácido nucleico según las reivindicaciones 5, 6, 7 u 8. 
 
12. Composición farmacéutica que comprende una proteína NGAL mutante según la reivindicación 1. 
 65 
13. Composición farmacéutica según la reivindicación 12, en la que la proteína NGAL mutante está en complexo con 
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un sideróforo. 
 
14. Composición farmacéutica según la reivindicación 13, en la que el sideróforo se selecciona del grupo que 
consiste en enteroquelina, pirogalol, carboximicobactina, catecol y variantes de los mismos; y/o 
 5 
en la que el sideróforo es insensible al pH; y/o 
 
en la que el sideróforo se une a la proteína NGAL mutante y hierro a pH urinario; y/o 
 
en la que el sideróforo se une a la proteína NGAL mutante y hierro en la orina; y/o 10 
 
en la que el sideróforo se une a la proteína NGAL mutante y hierro a pH sanguíneo; y/o 
 
en la que el sideróforo se une a la proteína NGAL mutante y hierro en la sangre. 
 15 
15. Composición farmacéutica según la reivindicación 13, en la que la proteína NGAL mutante y el sideróforo están 
presentes en una razón molar 1:1. 
 
16. Composición farmacéutica según la reivindicación 13, para su uso en el tratamiento de sobrecarga de hierro. 
 20 
17. Composición farmacéutica según la reivindicación 12, para su uso en el tratamiento de una infección de las vías 
urinarias. 
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