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DESCRIPCION
Compuestos de balanol para su uso en el tratamiento de dolor
Memoria descriptiva

La presente solicitud reivindica prioridad de Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N.° de Serie
60/713.435 que se presento el 1 de septiembre de 2005 y de Solicitud de Patente Provisional de Estados Unidos N.°
de Serie 60/664.071, que se presentd el 21 de marzo de 2005.

Informacion de la subvencion

El tema de esta solicitud se desarrolld, al menos en parte, a cargo de los National Institutes of Health Grants NS12250
y NS35979, por lo que el Gobierno de los Estados Unidos tiene determinados derechos en este documento.

1. Introduccién

La presente invencion se refiere al descubrimiento de una nueva ruta molecular implicada en la hiperexcitabilidad de
larga duracion de las neuronas sensoriales, que, en animales superiores, se asocia a dolor persistente.

2. Antecedentes de la invencion

El dolor se percibe como resultado de la comunicacién entre las dos divisiones principales, la central y la periférica,
del sistema nervioso. Mientras que las dos divisiones trabajan juntas para producir nuestra experiencia subjetiva, los
sistemas nerviosos central y periférico son diferentes desde el punto de vista anatémico y funcional.

Un estimulo doloroso que incide en un receptor especializado del dolor se propaga a lo largo de una rama periférica
de una neurona sensorial periférica cuyo cuerpo celular se encuentra dentro de un ganglio de la raiz dorsal (parte del
sistema nervioso periférico) y después a lo largo de una rama central de la neurona que entra en la médula espinal
(sistema nervioso central). Posteriormente, la sefial se transmite a una neurona de segundo orden en la médula
espinal, que a su vez transmite la sefal al lado opuesto (“contralateral”’) de la médula espinal y después a las
estructuras de percepcion de dolor en el cerebro.

Los receptores del dolor periférico se encuentran en las terminaciones nerviosas libres que pueden responder a
estimulos mecanicos, térmicos o quimicos. El dolor puede ser agudo o crénico. El dolor agudo se transmite tipicamente
desde el receptor a lo largo de los axones de las neuronas sensoriales A, que estan cubiertas de una capa delgada
con el compuesto aislante, la mielina, que facilita la conduccién del impulso. El dolor crénico normalmente viaja a
través de las fibras C, que, debido a que no estan mielinizadas, transmiten los impulsos lentamente, lo que lleva a la
caracteristica tipica del dolor crénico y difuso. Los mediadores quimicos de la inflamacion, tales como la bradiquinina
y las prostaglandinas estimulan los receptores del dolor y son agentes importantes en los sindromes de dolor cronico,
como el dolor persistente asociado a artritis o a inflamacion de los nervios.

La percepcion del dolor se puede alterar en varias etapas de la ruta del dolor. Por ejemplo, el estimulo doloroso puede
eliminarse administrando un anestésico local al receptor periférico. Clasicamente se sabe que los farmacos, tales
como los opioides, intervienen en la etapa del sistema nervioso central de la ruta del dolor y los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos intervienen en la etapa periférica (aunque ahora se comprende que existe una cierta
reactividad cruzada de ambas). Del mismo modo, lo que se percibe como dolor crénico (no debido a una lesién primaria
de la médula espinal) se asocia tipicamente a la sensibilizacion de los receptores del dolor periférico, asi como a los
cambios en la excitabilidad de las neuronas de segundo orden, y por lo tanto, tiene componentes del sistema nervioso
tanto periférico como central. Los componentes periféricos y centrales implicados en el dolor crénico se denominan,
respectivamente, hiperalgesia “primaria” y “secundaria” (Urban y Gebhart, 1999, citando a Woolf, 1983 y La Motte et
al., 1991).

En cuanto a los componentes del sistema nervioso central del dolor crénico, la neurona de la médula espinal que
recibe el estimulo del axén del ganglio de la raiz dorsal, presenta cambios en la expresion de genes en el contexto de
dolor crénico y se cree que contribuye al fenédmeno de la “sensibilizacion central” o “hiperalgesia espinal”. Se cree que
los receptores espinales de N-metil-D-aspartato (“NMDA”) desempefian un papel importante en este proceso (Urban
y Gebhart, 1999, citando a Urban y Gebhart, 1998; Palacek et al., 2003; Lee et al., 1993). La lesion de la médula
espinal sin la activacion del sistema nervioso periférico también puede producir hiperalgesia espinal que da como
resultado un sindrome de dolor central (Zhang et al., 2005). El dolor neuropatico central se ha asociado con la
fosforilacion del factor de transcripcion, proteina de union a elementos de respuesta a AMP ciclico (“CREB”) (Cron et
al., 2005).

Con respecto al componente del sistema nervioso periférico del dolor cronico asociado a la lesidon nerviosa (“dolor
neuropatico”), el dolor neuropatico persistente es un problema clinico importante que ha resistido principalmente a un
tratamiento eficaz. En seres humanos (Gracely et al. 1992) y en sistemas de modelos de mamiferos (Millan, 1999), el
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dolor persistente después de una lesion nerviosa se asocia a una hiperexcitabilidad de larga duracién (LTH, long-term
hyperexcitability) de las neuronas sensoriales (SN, sensory neurons) que tienen axones en el nervio lesionado. La
LTH se manifiesta como una mayor sensibilidad a los estimulos eléctricos en el cuerpo de la célula SN y en el axon
en el sitio de la lesion (Wall y Devor, 1983; Study y Kral, 1996; Zhang et al., 1997; Chen y Devor, 1998; Kim et al.,
1998; Abdulla y Smith, 2001). Estos cambios dan como resultado la descarga de potenciales de accion de las SN en
reposo o durante una estimulacion inocua, lo que lleva a la excitacion continua de las neuronas de orden superior en
el sistema nervioso central y a la hiperalgesia espinal o secundaria y al dolor persistente. Debido a que la aparicion de
la LTH implica alteraciones en la expresion génica (Waxman et al., 1994; Wang et al., 2002; Park et al., 2003), una
pregunta importante es como se producen en el nucleo estos cambios inducidos por una lesiéon que se produce lejos
del cuerpo celular? Responder a esta pregunta ha sido extremadamente dificil utilizando el sistema nervioso complejo
de mamiferos.

Un alternativa experimentalmente favorable es el conjunto homogéneo de las SN que residen en los ganglios pleurales
bilaterales del molusco Aplysia californica (Walters ef al., 2004). La estimulacion mecanica nociva de la pared corporal
(Walters et a., 1983a) o aplastamiento de axones de SN in vivo o in vitro, genera una LTH con propiedades
electrofisiolégicas similares a las observadas después de axotomia de las SN de mamiferos (Walters et al., 1991;
Walters, 1994; Ambron et al., 1996; Bedi et al., 1998; Ungless et al., 2002; Sung y Ambron, 2004). La LTH aparece
después de un retraso, lo que sugiere que su induccion después del aplastamiento del nervio es atribuible a una sefial
de lesion molecular positiva (Walters 20 et al., 1991; Ambron y Walters, 1996; Lin ef al., 2003). Dos estudios confirman
esta idea. Primero, el bloqueo del transporte axonal después de una lesidn nerviosa en los sistemas nerviosos
extirpados impidio la aparicion de LTH (Gunstream et al., 1995). En segundo lugar, la LTH se indujo en SN no
lesionadas mediante inyeccion de axoplasma de axones lesionados (Ambron ef al., 1995). La LTH también se suscitd
en las SN después de la inyeccion intrasomatica de un miembro de ERK (quinasa regulada por sefial extracelular) de
la familia MAPK (proteina quinasa activada por mitdgeno) (Sung et al., 2001). Otros experimentos han sugerido que
el cGMP y la PKG (proteina quinasa dependiente de cGMP; proteina quinasa G) probablemente estén implicados
(Lewin y Walters, 1999). Sin embargo, a pesar de estas observaciones, se desconoce la identidad de la sefial del
axon, como se activan la PKG y ERK, o cémo pueden interactuar estas quinasas. Ademas, también se informé que la
LTH es inducida por el cAMP que actua sobre la PKA (proteina quinasa A) en un paradigma de aprendizaje (Dale et
al., 1988; Scholz y Byme, 1988).

La Patente de Estados Unidos N.° 6.476.007 de Tao y Johns (“la patente 007”) se relaciona con una ruta de
sefalizacion propuesta en el sistema nervioso central en la que la estimulaciéon de un receptor de N-metil-D-aspartato
(“NMDA”) conduce a la activacion de la 6xido nitrico sintasa (“NOS”) y a la produccion de oxido nitrico (“NO”), que
después estimula a la guanilato ciclasa (“GC”) y la produccién de guanosin monofosfato ciclico (cGMP), que a su vez
activa la proteina quinasa la dependiente de cGMP (“PKG”). Se observo que la administracion del inhibidor de la PKG
Rp-8-[4-clorofenil)tio-cGMPS ftrietilamina en el sistema nervioso central por administracion intratecal, después de la
induccion de una respuesta inflamatoria, produjo una antinocicepcion significativa en ratas 10 y 60 minutos mas tarde.
Ademas, se observo una regulacion positiva de la expresion de PKG en la médula espinal lumbar 96 horas después
de la estimulacion nociva que se bloqued por la administracién de un inhibidor NOS neuronal, un inhibidor GC soluble
y un antagonista del receptor de NMDA.

Sin embargo, aunque Tao y Johns pretenden abordar el mecanismo de la hiperalgesia inflamatoria del sistema
nervioso central, antes de la presente invencion seguia existiendo la necesidad de determinar el mecanismo del dolor,
y en particular, dolor cronico e hiperexcitabilidad de larga duracion, en las neuronas sensoriales del sistema nervioso
periférico.

La necesidad de abordar el mecanismo del dolor en el sistema nervioso periférico es importante por varias razones,
la primera de ellas es la accesibilidad a los farmacos. El sistema nervioso central esta secuestrado del resto del cuerpo
por la barrera hematoencefalica, que se crea mediante uniones estrechas entre las células endoteliales del sistema
nervioso central e impide que muchos farmacos terapéuticos alcancen el sistema nervioso central. Debido a la
permeabilidad extremadamente limitada de la barrera hematoencefalica, el tratamiento de la hiperalgesia espinal
segun Tao y Johns seria problematico. La capacidad, segun la presente invencion, para tratar el aspecto de la
hiperalgesia primaria del dolor mediante la administracion de agentes al sistema nervioso periférico, que no tiene los
mismos problemas de permeabilidad, confiere una ventaja sustancial.

Una segunda razon por la que el tratamiento de los mecanismos del dolor periférico es importante, es que el sistema
nervioso periférico es el portal de la percepcion del dolor. La ventaja que ofrece la presente invencion es la de intervenir
en el dolor subjetivo cuando aparece por primera vez, tal como en el contexto de un estimulo normalmente no doloroso
que produce la percepcion de dolor como resultado de una hiperexcitabilidad de larga duracion (LTH). El dolor subjetivo
puede desencadenarse en personas que padecen dolor crénico mediante estimulos — tal como un toque ligero de una
sabana o una brisa pasajera - que normalmente no serian dolorosos. La presente invencion se dirige a esta primera
etapa de la ruta del dolor.
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3. Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere al descubrimiento de una nueva ruta molecular implicada en la hiperexcitabilidad de
larga duraciéon de las neuronas sensoriales en el sistema nervioso periférico, que, en animales superiores, se asocia
a dolor persistente. Se basa en el descubrimiento de que, después de la lesién de un axén de una neurona sensorial,
un aumento en la actividad de la éxido nitrico sintasa (“NOS”) produce un aumento en la produccién de 6xido nitrico
(“NQO”), que a su vez activa a la guanilil ciclasa (“GC”), lo que aumenta los niveles de guanosin monofosfato ciclico
(“cGMP”). El aumento del cGMP produce la activacion de la proteina quinasa G (“PKG”), que después se transporta
de forma retrégrada a lo largo del axén al cuerpo de la célula neuronal, donde fosforila a la proteina quinasa erk
activada por mitogeno (“MAPKerk”). Después, la MAPKerk activada se transloca en el nucleo celular, donde modula
la expresion de los genes relacionados con el dolor.

En diversas realizaciones, la presente solicitud desvela métodos y composiciones para inhibir y/o tratar la
hiperexcitabilidad de larga duracion y/o el dolor persistente en un sujeto que padece hiperalgesia primaria (sistema
nervioso periférico), que comprende administrar al sujeto, un agente que inhiba una etapa en la ruta anterior. En
realizaciones particulares, el agente se administra de forma que se suministra a una neurona sensorial en un ganglio
de la raiz dorsal. En realizaciones especificas, el agente comprende un péptido que facilita el transporte retrogrado
desde la periferia a un cuerpo celular sensorial neuronal. La presente solicitud desvela ensayos que pueden utilizarse
para identificar moléculas que pueden modular (inhibir o promover) etapas en esta ruta y, por lo tanto, modular la
hiperexcitabilidad de larga duracion y/o la percepcion del dolor.

La presente solicitud desvela un gen PKG clonado de Aplysia californica, su proteina codificada y sus homdlogos, y
anticuerpos dirigidos hacia la proteina purificada.

4. Breve descripcion de las figuras

Figura 1A-D, A, Parte superior, diagrama esquematico de apPKG que muestra la posicion de los dominios de union
del cGMP en tandem conservados, los sitios de unidon de ATP y catalitico, y la posicién de una secuencia
autoinhibidora. Parte inferior, alineacién de secuencia Clustal W de la secuencia de aminoacidos de apPKG prevista
con las PKG de DG1 (numero de registro de GenBank AAB03405; SEQ ID NO: 52) y DG2T3a (AAA28459; SEQ ID
NO: 53) de Drosophila, la humana (BAA08297; SEQ ID NO: 54) y Il (CAA64318; SEQ ID NO:55), IB de ratén
(AAD16044; SEQ ID NO: 56) y Il (AAA02572; SEQ ID NO: 57) y rata Il (CAA85284; SEQ ID NO: 58). Los aminoacidos
conservados se indican en negrita; los aminoacidos similares se indican en gris claro. B, analisis filogenético de la
familia PKG. C, Expresion de apPKG en neuronas. Una transferencia de Northern de tejido multiple se hibridé con un
fragmento de ADNc de apPKG N terminal marcado con 32P. La flecha indica el ARNm de apPKG. Los tamarios de los
patrones de ARN se indican a la izquierda de la figura. Se utilizé una sonda marcada con 3?P para el ARN ribosémico
58 (flecha) para asegurar la uniformidad de carga. D, localizacion del ARNm de apPKG en ganglios pleurales y pedales
por hibridacién in situ con un ARN antisentido marcado con digoxigenina (izquierda) o ARN en sentido (derecha). El
ARNmM de apPKG se expresa en el grupo sensorial pleural (flecha). Barra de escala 200 pm.

Figura 2A-C. La apPKG es una PKG de tipo I. A, La actividad quinasa de la proteina apPKG recombinante inactiva
purificada (100 ng) se midié mediante la transferencia de 3?P de [*2P]ATP al sustrato BPDEtido en presencia (+) o en
ausencia (-) de 8-Br-cGMP 100 nM. La actividad causada por la autofosforilacion se sustrajo utilizando una reaccion
de control peptidica (véase Materiales y Métodos). Tenga en cuenta que la actividad de la quinasa se inhibi6 en
presencia de 10 uyM de inhibidor de PKG, Rp-8-pCPT-cGMPS (RP-G). B, Actividad quinasa de apPKG recombinante
activa (25 ng) y PKG de bovino de tipo la (bPKG1a) (50 ng) en presencia de cuatros sustratos peptidicos PKG de tipo
I: péptidos A, RKISASGP (SEQ ID NO: 21); B, RKISASEFDRPLR (SEQ ID NO: 22; BPDEtido); y D, RKRSRAE (SEQ
ID NO: 23; H2Btido). El péptido C, QKRPRRKDTP (SEQ ID NO: 24), es un sustrato de PKG de tipo Il. C, apPKG
fosforila a VASP recombinante en la serina-239. La VASP-GST recombinante purificada (0,5 pg) se incub6 con la
apPKG activa (100 ng) o con la PKG bovina recombinante (50 ng), o solo en el tampoén de quinasa, a temperatura
ambiente durante 20 min. Después de SDS-PAGE, se exploré una transferencia de Western con un anticuerpo anti-
fosfo-VASP (Ser 239) (p-VASP S239).

Figura 3A-B. A, expresion de la proteina apPKG en el sistema nervioso. Parte superior, se explordé una transferencia
de Western (10 pg de proteina por carril) con el anticuerpo Ab (antibody) de apPKG generado contra un péptido N
terminal de la proteina apPKG. Carril, 1 ganglios pedales; carril 2, ganglios pleurales; carril 3, axoplasma extruido de
nervios periféricos; carril 4, musculo de la pared corporal; carril 5, masa bucal; carril 6, genitales; carril 7, apPKG
recombinante. Las dos sefales especificas de apPKG se indican con flechas. Parte inferior, la transferencia se eliminé
y volvio a explorarse con un anticuerpo la a-actina para indicar la carga de proteinas. Las posiciones de los marcadores
de masa molecular en kilodalton se indican a la izquierda. B, la apPKG se expresa en las neuronas sensoriales de
Aplysia. Microscopia confocal de una seccion Optica de 2 um tomada de una serie Z a través del grupo sensorial
pleural expuesto al Ab apPKG 24 h después del aplastamiento del nervio in vivo. Se muestran imagenes
representativas de grupos sensoriales contralaterales (CC, contralateral clusters) no lesionados y lesionados de
secciones en el centro de la neurona para mostrar el nicleo. Un grupo sensorial lesionado tefiido en presencia de un
segundo Ab solo muestra la tincién de fondo. Barra de escala, 20 um. Aunque la tincién es principalmente en el
citoplasma, también se tifie el nicleo de algunas neuronas. Ha de tenerse en cuenta que el patron de tincion de apPKG
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es esencialmente idéntico entre los grupos sensoriales contralaterales no lesionados y lesionados.

Figura 4A-C. La actividad de apPKG aparece en el ganglio pleural después de un retraso tras el aplastamiento del
nervio. A, Los nervios periféricos p5-p9 se aplastaron en un lado. En los momentos indicados, los ganglios pleurales
(cuadrados blancos/grises) y pedales (cuadrados punteados/negros) se recogieron de los lados lesionados
(negro/gris) y de control contralateral (CC) (blanco/punteado) y se analizaron para determinar la actividad de apPKG
utilizando BPDEtido como sustrato en presencia del inhibidor 6-22 amida, especifico de PKA. La actividad de apPKG
en cada punto se corrigioé para autofosforilacion y se normalizé a la actividad de apPKG total obtenida mediante la
adicion de 8-Br-cGMP 1 M a una muestra por duplicado. La actividad relativa de apPKG fue la relacién entre la
actividad de apPKG de cada muestra y la actividad basal de apPKG en una muestra de un animal sin tratamiento
previo. Seis animales fueron examinados independientemente en cada punto de tiempo. EI ANOVA de dos vias con
medidas repetidas mostré efectos significativos de axotomia, el tiempo y su interaccién en los ganglios pleurales (p
<0,001 en cada caso). B, la apPKG se activa y transporta de manera retrégrada después de lesion. Los nervios p5-p9
se aplastaron y se ligaron. Veinticuatro horas después, el axoplasma se extruy6 desde el sitio del aplastamiento (Ap),
desde el sitio del aplastamiento/ligadura (Ap/Lig) y desde el sitio de la ligadura (sitio de Lig) en los nervios de control,
como se indica en el esquema entre paréntesis. El axoplasma que contenia las mismas cantidades de proteina de
cada segmento, se analizd para determinar la actividad de apPKG como se indicd en A. La linea indica el nivel de
actividad basal de apPKG, determinado mediante el ensayo del axoplasma recogido de nervios no lesionados. Las
barras de error representan + SEM (del inglés standard error of the mean, error tipico de la media). Un asterisco indica
una diferencia significativa en comparacion con los grupos restantes (p<0,05; ensayos ANOVA y Newman-Keuls). Un
enriquecimiento de apPKG activa en el sitio del Ap/Lig es caracteristico de sefiales positivas moleculares de lesion.
C, la proteina apPKG se transporta de manera retrograda después de la lesion. Los nervios periféricos se aplastaron
y se ligaron como se indicé en B. Veinticuatro horas después, los nervios lesionados y de control se fijaron, se
expusieron al anticuerpo (Ab) de apPKG y se procesaron para analisis inmunohistoquimico. Las secciones opticas
(2 ym) a través de cada nervio se examinaron mediante microscopia confocal. Todas las imagenes tenian el mismo
aumento y se tomaron después de exposiciones idénticas al haz confocal. Cada imagen se aline6 en la misma
direccion; los cuerpos celulares (somata) centrales estan a la izquierda del segmento mostrado. 1, Segmento de un
nervio de un animal no lesionado. 2, Segmento que contiene el sitio de Lig (flecha) en un nervio contralateral a la
lesion. 3, Segmento del nervio que contiene el sitio de Ap (flecha), que se ha expandido durante las 24 h. 4, Segmento
del nervio que contiene el sitio de Ap/Lig (flecha). 5, Segmento del nervio expuesto al segundo anticuerpo solamente.
Barra de escala, 20 pm para todas las imagenes.

Figura 5A-B. Las SN desarrollan una LTH in vitro. Las propiedades eléctricas de las SN después del tiempo in vitro se
compararon con las de las SN de control en el grupo sensorial in vivo (d 0). A, Parte superior, un solo potencial de
accion representativo generado en respuesta a un pulso despolarizante de 20 ms que muestra el aumento en la
amplitud del pico después de 7 d in vitro. Parte inferior, descarga de potencial de accion en respuesta a un pulso de
ensayo intracelular normalizado de 1 s. Tenga en cuenta el disparo repetitivo en las neuronas después de 7 d in vitro.
B, Datos que comparan la duracion del pico, la amplitud del pico, el umbral del pico y el disparo repetitivo de las SN
de control (barras grises) con los de 2-7 d in vitro (barras blancas). Cada barra contiene el nimero de células
examinadas. Las barras de error representan + SEM. Un asterisco indica diferencia significativa con respecto al valor
in vivo (p<0,01; ensayos ANOVA y Newman-Keuls).

Figura 6A-D. La inhibicion de NOS, sGC o apPKG impide la induccion de LTH en las SN in vitro. Las SN se retiraron
del grupo y se cultivaron in vitro en presencia de Rp-8-pCPT-cGMPS (RpcGMPS), Rp-8-pCPT-cAMPS (RpcAMPS) u
ODAQ (todos a 10 uM). Como control (C), otras SN retiradas al mismo tiempo no se expusieron a ningun inhibidor. A,
B, el tercer dia in vitro, 12 SN expuestas a RpcGMPS, Rp-cAMPS u ODQ, y 12 SN de control se atravesaron con un
microelectrodo para evaluar el disparo repetitivo en respuesta a la estimulacion en tres corrientes de ensayo (A) y para
determinar el umbral del pico (B). El tercer dia se examinaron las células, y no mas tarde, para evitar una exposicion
mas prolongada a los farmacos. EI ANOVA de dos vias con medidas repetitivas mostré que tanto Rp-cGMPS como
ODAQ redujeron significativamente el disparo repetitivo generado por las corrientes de ensayo de 2 y 3 nA en relacién
con los controles. Las barras de error indican SEM vy los asteriscos indican significacion (p<0,0001 en cada caso). De
manera similar, Rp-cGMPS y ODQ impidieron significativamente la disminucion inducida por lesién en el umbral en
comparacion con 4 células C (ensayos ANOVA y PLSD (diferencia minima significativa) de Fisher; p<0,05). Hubo una
variabilidad considerable en el umbral en presencia de Rp-cAMPS vy la diferencia media con respecto a los controles
no fue significativa. C, Deteccion de ARNm de nNOS en SN individuales mediante RT-PCR. Los fragmentos de
longitudes apropiadas se amplificaron con series de cebadores para apnNOS, sensorina A y la isoforma de actina
especifica de neurona de cinco series distintas de muestras de SN in vivo (0) o después de 16 h in vitro. El tamafio de
los fragmentos sintetizados detectados por tincion con bromuro de etidio en geles de agarosa al 2 % fue idéntico al de
los previstos a partir de secuencias conocidas en la base de datos. Adicionalmente, los productos de la PCR se
verificaron mediante andlisis de secuencia de ADN. Finalmente, no hubo amplificaciéon en ausencia de transcriptasa
inversa, lo que indica que las preparaciones de ARN no estaban contaminadas con ADN gendmico (panel inferior).
Las posiciones de los marcadores moleculares se indican a la izquierda. D, Efectos de los inhibidores de NOS sobre
LTH. L-Tiocitrulina (50 uM) y L-NAME (1 mM) se utilizaron como se describe anteriormente. n, Nimero de SN. Los
datos se normalizaron a la excitabilidad promedio de las células de control en la misma preparacion. El asterisco indica
significacion (p <0,001), comparando LTH con y sin inhibidor mediante ensayo ANOVA y de Dunnett. Las barras de
error indican SEM.
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Figura 7A-F. A, Activacion de apMAPK en los ganglios pleurales después del aplastamiento del nervio. Parte superior
izquierda, veinticinco microgramos de un lisado de ganglios pleurales recogidos en los momentos indicados después
del aplastamiento de los nervios p5-p9 se resolvieron mediante SDS-PAGE y se explord una transferencia de Western
con el Ab pTpYmapk para detectar las ERK-MAPK activas. El anticuerpo reconocié una quinasa de 43 kDa cuya
actividad se incrementd en el lado lesionado () en relacién con el control contralateral (CC) 16 h y mas tarde después
de la lesion. Parte inferior izquierda, la quinasa activada por lesion fue apMAPK. La transferencia se elimind y se
explord con el anticuerpo D8, que reconoce a la apMAPK tanto activa como inactiva. D8 reconocié la misma proteina
de 43 kDa que fue reconocida por el anticuerpo pTpY. A la derecha, la MAPK pTpY relativa se determiné por
densitometria (Sung ef al., 2003). Todos los valores se normalizaron a niveles de apMAPK total. Se presenta la relacion
entre la intensidad de MAPK pTpY normalizada en cada momento y el control sin tratamiento previo normalizado. El
valor del control sin tratamiento previo se establecié arbitrariamente en 1,0. El analisis de Western en esta figura se
realizé con el mismo material utilizado para evaluar la actividad apPKG en la Figura 4 A. Los valores de apMAPK
representan un promedio de seis animales. La linea indica el nivel basal de la actividad de apMAPK de animales sin
tratamiento previo. Cada uno de los siguientes experimentos (B-E) se repiti6 al menos dos veces, y se muestran
resultados representativos. B, la apPKG fosforila a la apMAPK enddgena en neuronas, pero no en el axoplasma, in
vitro. Parte izquierda, se retiraron las neuronas de los ganglios pleurales de un animal no lesionado, se preparé un
lisado y se incubaron 25 ug con 100 ng de proteina apPKG activa o con 1 yM de 8-Br-cGMP en presencia o en
ausencia de 10 yM de U0126. Parte derecha, se incubaron veinticinco microgramos de axoplasma con apPKG activa
como se ha indicado anteriormente. Se detectdé apMAPK activa mediante inmunotransferencia con el anticuerpo de
pTPYmapk. C, la apPKG fosforila la serina-383 en Elk1. Cien nanogramos de apPKG y 0,5 ug de proteina Elk1
recombinante purificada se incubaron con 5 ug del lisado neuronal pleural o con 0,2 ug de ERK2 recombinante
purificada. La Elk1 fosforilada (p-Elk1) se detectdé explorando una transferencia Western con un anticuerpo que
reconoce la Ser 383 fosforilada. D, Fosforilacion directa de ERK2 en T183 por apPKG. Se incubaron doscientos
nanogramos de ERK2 recombinante con 100 ng de apPKG en presencia o en ausencia de 1 uyg de BPDEtido. La
mezcla de reaccion se dividio en tercios, se preparo una transferencia de Western de cada uno de ellos y se detecto
ERK2 con AbPTPYmapk (parte superior), AbPY™aPk (parte central) y AbPTMaPk (parte inferior), respectivamente. E, Activacion
relativa de ERK2 por apPKG y MEK1. Se utilizaron cien nanogramos de apPKG, la subunidad catalitica de MEKK1 y
MEK1 como se indica y la produccion de fosfo-Elk1 se midié con AbPE! como se muestra en C. F, La lesion del nervio
aumenta el nivel de apMAPK pY en el cuerpo celular de neuronas lesionadas (l) en relacion con las neuronas del
control contralateral (CC). Se explord una transferencia Western preparada utilizando 25 pg de un lisado neuronal
pleural, recogido en los momentos indicados después del aplastamiento de los nervios p5-p9, con el anticuerpo
monoespecifico pY, AbPYmaPk sequido de D8 para detectar la apMAK total como en A. La transferencia muestra los
resultados de dos animales para cada punto. N, Lisado del animal sin aplastamiento de nervios.

Figura 8A-B. A, la apPKG no entra en el nucleo de las SN. Se microinyectaron las mismas cantidades de BSA, apPKG
o ERK1 marcados con Alexa Fluor 546, en el citoplasma de las SN después de 2 d in vitro. Las neuritas se cortaron
después con una aguja fina para provocar una respuesta a la lesion y 30 min mas tarde, las células se examinaron
por microscopia confocal. La imagen es una seccion optica de 2 um a través del centro de la célula que muestra el
nicleo. Barra de escala, 20 um. B, Rp-8-pCPT-cGMPs inhibe la translocacién nuclear de apMAPK inducida por
axotomia. Las SN no tratadas como controles y las expuestas a 10 yM de Rp-8-pCPT-cGMPs (Rp-cGMPs) o Rp-
cAMPs durante 2 d in vitro se inmunotifieron con el anticuerpo D8 para localizar la apMAPK. Parte superior, ejemplos
representativos de secciones Opticas de 2 um de las SN de control y las expuestas a Rp-8-pCPT-cGMPs o Rp-cAMPs.
Barra de escala, 20 ym. Parte inferior, Histograma del valor del medio de la inmunorreactividad de MAPK nuclear. La
intensidad de la tincién la determiné una persona que desconocia el tratamiento que recibian las células. n, Nimero
de células para cada tratamiento. El asterisco indica una diferencia significativa con respecto al control (p<0,05
mediante ensayos ANOVA y Newman-Keuls).

Figura 9. La actividad relativa de PKG en varias posiciones del nervio ciatico en relacion con el punto de lesion se
muestra esquematicamente sobre la grafica.

Figura 10A-C. A. Balanol-7R; B. 10” desoxibalanol; C. 14” descarboxibalanol.

Figura 11A-B. Dermatomas superficiales. A. vista frontal, B. vista posterior.

5. Descripcion detallada de la invencién

Para mayor claridad de la descripcion, y no como limitacion, esta seccion se divide en las siguientes subsecciones.
(i) la ruta NO/cGMP/PKG
(i) ensayos para identificar moduladores de la ruta NO/cGMP/PKG; y
(iii) modulacion de la ruta NO/cGMP/PKG;

(iv) modulacion de las rutas del dolor utilizando mecanismos de transporte neuronal retrégrado; y
(v) apPKG.
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5.1. La ruta NO/cGMP/PKG

La presente invencion proporciona un modelo para la induccién de LTH y/o de dolor persistente en el que la lesion
nerviosa activa a la éxido nitrico sintasa neuronal (“nNOS”) en el axon, lo que conduce a la produccién de NO, lo que
produce la activacion de la guanilil ciclasa (“GC”) soluble, a la formacion de guanosin monofosfato ciclico (“cGMP”) y
a la activacion de la proteina quinasa G (“PKG”). La PKG activada se transporta de forma retrégrada al cuerpo celular
de las neuronas sensoriales (SN), donde activa a la MAPK-erk en el citoplasma, que después entra en el nucleo y
activa la transcripcion de genes responsables de la aparicion de LTH y/o del dolor persistente.

La hiperexcitabilidad de larga duracion (“LTH”) (por sus siglas en inglés Long-term hiperexcitability), como se define
en el presente documento, es el aumento de la sensibilidad de un axén o cuerpo celular de una neurona sensorial
frente a un estimulo. Durante las pruebas electrofisioldgicas, la LTH se manifiesta como una disminucion en el umbral
pico, un aumento en el disparo repetitivo, picos mas amplios y/o un aumento en la amplitud del pico. En los animales
que perciben dolor, la LTH se asocia a dolor persistente (véase Sung y Ambron, 22 de marzo de 2004).

Las pruebas electrofisioldgicas pueden realizarse utilizando métodos conocidos en la técnica. Un ejemplo especifico
no limitativo de pruebas electrofisioldgicas utilizando neuronas sensoriales de Aplysia californica (en adelante “Aplysia
californica” o simplemente “Aplysia’) puede realizarse de la siguiente manera (véase Liao ef al, 1999). Pueden
efectuarse registros intracelulares de cuerpos celulares de SN con microelectrodos de vidrio rellenos de acetato de
potasio 3 M (resistencia de electrodo 8-20 M). Los registros pueden efectuarse a 19-21 °C mientras que la preparacion
se bafia en agua de mar artificial (“ASW”, artificial sea water) tamponada, medio L15 o una mezcla 1:1 de ASW y L15,
a un pH de 7,6. El umbral del pico del pericarion puede medirse con una serie estandar de pulsos de despolarizaciéon
de 20 ms. El disparo repetitivo (acomodacion del pico) puede cuantificarse contando el nimero de picos generado por
un pulso de despolarizacion intracelular de 1 s utilizando 2,5 veces la corriente de umbral determinada con el pulso de
20 ms. El disparo repetitivo puede examinarse, por ejemplo, contando el nimero de picos generado por una serie de
pulsos de despolarizacion de 1 s a 1,25, 2,5y 5 veces la corriente de umbral, o por 1, 2, 3 y 5 nA. La resistencia de
entrada (Rin, input resistance) puede determinarse a partir del cambio de tensién producido durante la inyeccion de
un pulso hiperpolarizante de 1s (0,5 nA). La excitabilidad del axén puede analizarse pasando corriente entre dos
compartimentos a través de una abertura estrecha, sellada con vaselina, que contiene los nervios p7, p8 y p9. El
umbral puede determinarse con una serie rapida de pulsos de 2 ms. El disparo repetitivo puede analizarse aplicando
dos pulsos de 1 s a 0,4y 0,8 veces la corriente de umbral de 2 ms.

El dolor persistente incluye un dolor que dura mas que el periodo de lesiéon agua, e incluye sindromes de dolor crénico
tal como dolor neuropatico (véase Bennett et al., 2005). En realizaciones especificas no limitativas, la duracion del
dolor persistente es de al menos 1 dia, de al menos una semana, de al menos un mes o de al menos un afio.

5.2. Ensayos para identificar moduladores de la ruta NO/cGMP/PKG

La presente invencion desvela ensayos que identifican moduladores (inhibidores o promotores/inductores) de la ruta
NO/cGMP/PKG. Dichos ensayos pueden utilizarse para evaluar a un agente de ensayo para determinar si el agente
de ensayo es un agente que modula al menos una etapa de la ruta y por lo tanto modular la LTH. Se puede utilizar un
inhibidor de la ruta para inhibir la LTH y se puede utilizar para inhibir y/o tratar el dolor persistente en una neurona
sensorial y/o en un sujeto. El término “inhibir’, como se usa en el presente documento, significa disminuir, retrasar o
prevenir. Para desarrollar un sistema de modelo de dolor persistente, puede utilizarse un promotor/inductor de LTH,
preferentemente en un animal, tal como Aplysia, que se cree que no siente dolor de una manera subjetiva.

Los ensayos de la presente solicitud utilizan un sistema modelo que comprende una neurona sensorial de ensayo
(“TSN”, test sensory neuron) en condiciones fisiolégicas que al menos se aproximan al entorno in vivo en el que se
encuentra de manera natural la neurona sensorial. La TSN comprende un cuerpo celular que contiene el nucleo, asi
como un segmento axonal, que constituye al menos una parte del axén de la TSN y, mas preferentemente, que
constituye el axon completo. En determinadas realizaciones no limitativas, la TSN es una SN de Aplysia. En otras
realizaciones no limitativas, la TSN es una SN de vertebrado, preferentemente una SN de mamifero. La TSN puede
conservarse aislada en un cultivo, como parte de un grupo de neuronas que pueden ser o no todas las SN, o como un
nervio extraido o una seccion extraida del mismo (por ejemplo, un segmento extirpado del nervio ciatico de rata). En
realizaciones alternativas, la TSN puede mantenerse in vivo en un animal. En otras realizaciones no limitativas
adicionales, el segmento axonal puede contener al menos una ligadura.

La TSN esta lesionada. Por ejemplo, y no como limitacion, la lesién puede crearse mediante aplastamiento, corte y/o
realizando una lesion quimica de la TSN utilizando métodos conocidos en la técnica. Otros métodos incluyen inducir
una respuesta inflamatoria, isquemia, una reduccion del suministro sanguineo a las neuronas, e hiperglucemia.

En los ensayos de la solicitud, a la TSN se la administra un agente de ensayo, ya sea antes, junto con, o después de
una lesion, ya sea en un medio de cultivo administrado por via sistémica, inyectado localmente, o inyectado
directamente o introducido de otra manera en la TSN. En realizaciones no limitativas, el agente de ensayo puede
administrarse en un lugar concreto de la célula de la TSN, tal como el cuerpo celular o el axén. Preferentemente, los
efectos del agente de ensayo sobre la TSN se comparan con valores comparables en una SN de control (“CSN”"), tal
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como una CSN lesionada. A partir de entonces, se realiza una de las siguientes etapas de evaluacion. En realizaciones
especificas no limitativas, las etapas de evaluacién se realizan a las 48 horas de producirse la lesion.

El ensayo de la presente solicitud determina si el agente modula la actividad de la éxido nitrico sintasa (“NOS”, que
preferentemente es nNOS, pero también puede ser eNOS y/o iINOS) en una TSN lesionada, preferentemente en
relacion con la actividad de NOS en una CSN lesionada a la que no se la ha administrado un agente de ensayo. Una
capacidad para inhibir el aumento de la actividad de NOS (preferentemente nNOS) asociada a una lesion en la NS
indica que el agente de ensayo es un inhibidor de LTH. Una capacidad para promover un aumento adicional en la
actividad de NOS en relacién con los valores de control indica que el agente de ensayo es un promotor de LTH. La
actividad NOS puede medirse, por ejemplo, y no como limitacion, midiendo ya sea la cantidad de ARNm de nNOS, la
cantidad de proteina nNOS, o la cantidad producida de éxido nitrico (“NO”). Por ejemplo, el ARNm de nNOS puede
medirse mediante amplificacion por PCR, utilizando cebadores tales como oligonucledtidos que tienen las SEQ ID NO:
15y 16, mencionadas a continuacion, o por hibridacion in situ, utilizando una sonda oligonucleotidica complementaria
marcada de forma detectable. Por ejemplo, la proteina nNOS puede medirse mediante inmunohistoquimica utilizando
un anticuerpo (policlonal o monoclonal) especifico para nNOS, marcado de manera detectable. Por ejemplo, la
cantidad producida de NO puede medirse, y cuando la cantidad de material celular es suficiente, midiendo la
conversion de L-["*C] arginina a L-['*C]-citrulina como se describe en Smith et al., 2002.

El ensayo de la presente solicitud determina si el agente modula la actividad de la guanilil ciclasa (“GC”) en una TSN
lesionada, preferentemente en relaciéon con la actividad de la GC en una CSN lesionada a la que no se la ha
administrado el agente de ensayo. Una capacidad para inhibir el aumento en la actividad de GC asociada a una lesion
de SN indica que el agente de ensayo es un inhibidor de LTH. Una capacidad para promover un aumento adicional en
la actividad de GC en relacion con los valores de control indica que el agente de ensayo es un promotor de LTH. La
actividad de GC puede medirse, por ejemplo, y sin limitacion, midiendo ya sea la cantidad de ARNm de GC, la cantidad
de proteina GC o la cantidad producida de cGMP. Por ejemplo, el ARNm de GC puede medirse por amplificacion
mediante PCR, utilizando cebadores disefiados en funcién de la secuencia de acido nucleico de GC, y la proteina de
GC puede medirse mediante inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo (policlonal o monoclonal) especifico para
GC marcado de manera detectable. Como un ejemplo no limitativo, cuando el volumen de material celular es
apropiado, la actividad de GC puede medirse mediante una modificacién del método expuesto en Mo et al., 2004. Por
ejemplo, puede llevarse a cabo la lisis de una TSN utilizando una concentracion 2 veces mayor de tampén de lisis que
contenga ditiotreitol 200 uM e inhibidor de proteasa sin EDTA, y la mezcla puede someterse a ultrasonido y
mantenerse y conservarse en hielo. La TSN lisada puede someterse a ensayo en tampoén Tris-HCI 50 mM (pH 7,4)
complementado con MgCI2 3 mM, EGTA 0,1 mM, albdmina de suero bovino al 0,05 % (p/v), 3-isobutil-1-metilxantina
1 mM, creatina fosfato 5 mM, creatina fosfoquinasa 200 ug/ml, GTP 300 uM, 1000 unidades/ml de superdxido
dismutasa, acido drico 300 uM y cPTIO (2-(4-carboxifenil)-4,4,5,5-tetrametilimidazolino-1-oxil-3-6xido) 200 uyM. Se
afadié SPER/NO (N-4-1-3-aminopropil-2-hidroxi-2-nitrosohidrazino butil-1,3-propano-diamina) y se pueden retirar
alicuotas inactivadas a diversos intervalos, y analizar el cGMP. Por ejemplo, cuando la cantidad de material celular es
suficiente, la cantidad de cGMP producida puede medirse mediante un ensayo de quimioluminiscencia (HitHunter,
Amersham Biosciences Corp., Piscataway, N.J.).

El ensayo de la presente solicitud determina si el agente modula la actividad de la proteina quinasa G (“PKG”) en una
TSN lesionada, preferentemente en relacién con la actividad PGK en una CSN lesionada a la cual no se la ha
administrado el agente de ensayo. Una capacidad para inhibir el aumento en la actividad de PKG asociada a una
lesion de SN indica que el agente de ensayo es un inhibidor de LTH. Una capacidad para promover un aumento
adicional en la actividad de PKG en relacion con valores de control indica que el agente de ensayo es un promotor de
LTH. La actividad de PKG puede medirse, por ejemplo, y no como limitacién, midiendo la actividad de la quinasa en
un extracto de SN. Por ejemplo, la cantidad de actividad de PKG en un extracto de SN puede determinarse midiendo
la capacidad del extracto para transferir 32P de [32P]-ATP al BPDEtido (Calbiochem, La Jolla, CA).

El ensayo de la presente invencion determina si el agente modula el transporte de la proteina quinasa G (“PKG”) en
una TSN lesionada, preferentemente en relacion con el transporte de PKG en una CSN lesionada a la que no se la ha
administrado el agente de ensayo. Una capacidad para inhibir el transporte de PKG asociado a una lesion de SN
indica que el agente de ensayo es un inhibidor de LTH. Una capacidad para promover un aumento adicional en el
transporte de PKG en relacion con los valores de control indica que el agente de ensayo es un promotor de LTH. El
transporte de PKG puede medirse, por ejemplo, y no como limitacion, determinando si un aumento en la actividad de
PKG cambia con el tiempo desde la region de la SN que esta lesionada hacia el cuerpo celular. Este aumento puede
medirse mediante diversos métodos, incluyendo, entre otros, ensayos secuenciales de segmentos axonales, distales
a proximales, para determinar la actividad de PKG (véase Figura 9). En otro ejemplo no limitativo, el segmento axonal
puede estar ligado y el material axonal puede recogerse de regiones del axon a diferentes distancias relativas de la
lesion y/o laligadura donde, por ejemplo, la cantidad de PKG activada en la regién de la lesion disminuye con el tiempo
en relacion con la cantidad de actividad de PKG en el lado de la ligadura orientada a la lesion (véase la Figura 4).

El ensayo de la presente solicitud determina si el agente modula la fosforilacion de la proteina quinasa-erk activada
por mitégeno (“MAPKerk”) en una TSN lesionada, preferentemente en relacion con la fosforilacion de MAPKerk en
una CSN lesionada a la que no se la ha administrado el agente de ensayo. Una capacidad para inhibir la fosforilacion
de MAPKerk asociada a una lesion en SN indica que el agente de ensayo es un inhibidor de LTH. Una capacidad para
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promover un aumento adicional en la fosforilacion de MAPKerk con respecto a los valores de control indica que el
agente de ensayo es un promotor de LTH. La fosforilacion de MAPKerk puede medirse determinando el nivel de
actividad de MAPKerk en la fosforilacion de su sustrato, o detectando la presencia de MAPKerk fosforilada utilizando
un anticuerpo que se una selectivamente a la proteina fosforilada en lugar de a la proteina no fosforilada (por ejemplo,
pero sin limitacion el anticuerpo AbPTPYmark,

El ensayo de la presente solicitud determina si el agente modula la translocacion de MAPKerk en el nucleo de una
TSN lesionada, preferentemente con relacién a la translocacion de MPAKerk en el nicleo de una CSN lesionada a la
cual no se la ha administrado el agente de ensayo. Una capacidad para inhibir la translocacion de MAPKerk en el
nucleo asociada a una lesion en SN indica que el agente de ensayo es un inhibidor de LTH. Una capacidad para
promover un aumento adicional en la translocacién de MAPKerk en el nucleo en relacion con los valores de control
indica que el agente de ensayo es un promotor de LTH. La translocacion de MAPKerk en el nucleo puede medirse
utilizando un anticuerpo especifico de MAPKerk que mida la cantidad de MAPKerk en el nucleo de la SN utilizando
técnicas de inmunohistoquimica de laser confocal.

5.3. Modulacion de la ruta NO/cGMP/PKG

De acuerdo con la presente invencion, la ruta NO/cGMP/PKG, y por lo tanto el desarrollo de LTH y de dolor persistente,
puede modularse utilizando inhibidores desvelados en esta seccién o promotores/inductores identificados o que tienen
las propiedades expuestas en la seccién 5.2 anterior. En realizaciones particulares, se puede administrar un inhibidor
a una neurona sensorial que necesite dicho tratamiento en una cantidad eficaz para inhibir la LTH. Cuando la SN a la
cual se la administra el inhibidor, es una SN in vivo en un sujeto animal, el inhibidor puede administrarse por via
sistémica (por ejemplo, por inyeccion intravenosa, administracion oral, inhalacion, etc.), puede inyectarse localmente
(cerca del nervio dafiado), puede aplicarse por via topica (por ejemplo, junto con un agente para mejorar la
permeabilidad de la piel, tal como un compuesto quimico o un estimulo eléctrico) o puede administrarse por cualquier
otro medio conocido en la técnica, a excepcion de la introduccién en el sistema nervioso central, tal como la
administracion intratecal, que no se utilizaria para administrar un inhibidor a una SN. La cantidad de inhibidor a
administrar puede determinarse utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, realizando estudios de
respuesta a la dosis en uno o mas sistemas modelo, tales como el sistema de Aplysia descrito anteriormente o un
modelo de mamifero de dolor neuropatico periférico, seguido de pruebas clinicas autorizadas en seres humanos. En
cuanto a las concentraciones que se exponen a continuacion, estas se refieren a la concentraciéon a la que se expone
la neurona sensorial o cualquiera de sus componentes, incluido el axén, el cuerpo celular o receptor.

En realizaciones relacionadas, a un sujeto que padece dolor cronico se le puede administrar una cantidad eficaz de
un inhibidor. Preferentemente, el dolor crénico tiene un componente de hiperalgesia del sistema nervioso periférico
(primario), donde el método inhibe el dolor mediado por el sistema nervioso periférico, pero en realizaciones
especificas no limitativas, la presente invencion también abarca el tratamiento de la hiperalgesia espinal como un
componente de, o la base de (por ejemplo, dolor neuropatico central crénico resultante de una lesion de la médula
espinal) dolor cronico. Puede utilizarse cualquiera de los modos de administracion anteriores, pero si debe tratarse un
componente de hiperalgesia espinal, el inhibidor, que se dirige a una neurona que tiene su cuerpo celular en el sistema
nervioso central y no en el ganglio de la raiz dorsal, debe administrarse por via intratecal.

Una cantidad eficaz es una cantidad de inhibidor que disminuye el nivel de dolor percibido subjetivamente por el sujeto,
preferentemente, en experimentos controlados, una cantidad determinada que es mayor que el efecto placebo. Por
ejemplo, y no como limitacién, en determinadas realizaciones de la invencion, cuando el dolor percibido se puede
cuantificar en una escala de 0 a 10, donde 0 significa que no hay dolor, 1-5 significa dolor leve progresivamente mas
intenso, 6-7 dolor moderado progresivamente mas intenso, 8-9 dolor agudo progresivamente mas intenso y 10 es el
peor dolor posible, una cantidad eficaz de inhibidor puede disminuir la cuantificaciéon del dolor percibido de la escala
de dolor, en al menos 2 puntos, o en al menos 3 puntos.

La presente solicitud desvela un método para el tratamiento de dolor crénico en un sujeto, que comprende administrar,
en el lugar en el que aparece el dolor, una cantidad eficaz de un inhibidor como se expone en el presente documento
(como alternativa, denominado “inhibidor de LTH”), donde la administraciéon puede ser por inyeccion local o aplicacion
topica (por ejemplo, a través de una crema, una pomada o un dispositivo transdérmico, que puede ser un parche o
puede ser un mecanismo, 0 un mecanismo que contenga o esté asociado de otra manera a un parche), y el lugar
puede ser, como ejemplos no limitativos, un lugar donde hay una herida, un tejido que recubre una articulacion
inflamada o una zona dentro del dermatoma que esta asociada al dolor percibido (por ejemplo, L4, L5, S1, C3, C4,
C5, C6 o C7, véase mas adelante).

5.3.1 Modulacion de NOS

La presente solicitud desvela la inhibicion de la ruta NO/cGMP/LTH, LTH y/o dolor persistente, mediante un método
que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz de un
inhibidor de NOS (preferentemente nNOS y/o eNOS y/o iNOS), tal como, pero sin limitacion, L-NAME [clorhidrato de
éster metilico de N®-nitro-L-arginina], L-tiocitrulina, o un acido nucleico antisentido o un ARNi que inhibe la expresion
de NOS. Una molécula de acido nucleico antisentido o un ARNi de este tipo puede hibridarse con la NOS diana en
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condiciones de hibridacién rigurosas, como se define mas adelante.

5.3.2 Modulaciéon de los niveles de NO

La presente solicitud desvela la inhibicién de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o de dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que disminuye los niveles de NO, que incluye, entre otros, la quercetina (que es un depurador de NO
(Griffiths et al., 2003)).

5.3.3 Modulacién de GC

La presente solicitud desvela la inhibicién de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o de dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que inhibe el aumento en la actividad de GC, tal como, pero sin limitacién, L-H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-
a]quinoxalin-1-ona (“ODQ"), o una molécula de acido nucleico antisentido o un ARNi que inhibe la expresion de GC.
Dicha una molécula de acido nucleico antisentido o ARNi puede hibridarse con la GC diana en condiciones de
hibridacioén rigurosas como se define mas adelante.

5.3.4 Modulacién de los niveles de cGMP

La presente solicitud desvela la inhibicién de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o de dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que disminuye los niveles de cGMP, tal como, pero sin limitaciéon, un agente que aumente la actividad
fosfodiesterasa, preferentemente PDEDS, tal como, pero sin limitacién, la administracién de la propia fosfodiesterasa
(por ejemplo PDES5), o el activador de PDE5, Ant-cGMP-2’-O-antraniloil cGMP (guanosina 3’, 5 monofosfato ciclico,
2’-O-antraniloil cGMP).

5.3.5 Modulacién de la actividad de PKG

La presente solicitud desvela la inhibicién de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o de dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que inhibe la actividad de PKG. El agente inhibe la PKG activada y/o su llegada desde el axén en un
cuerpo celular neuronal.

El agente es un inhibidor peptidico de PKG. En Dostmann, 2000, se desvelan ejemplos no limitativos de inhibidores
peptidicos de PKG, e incluyen un péptido que comprende las secuencias LRKKKKKH (SEQ ID NO: 26), LRAKKKKH
(SEQ ID NO: 27), LRKAKKKH (SEQ ID NO: 28), LRKKAKKH (SEQ ID NO: 29), LRKKKAKH (SEQ ID NO: 30) o
LRKKKKKH (SEQ ID NO: 31). En otras realizaciones, un inhibidor peptidico de PKG puede comprender una secuencia
central, RKK o RKKK (SEQ ID NO: 32), y puede tener una longitud de entre aproximadamente 5y 100, o de entre 5 y
50, o de entre 10 y 30, o de entre 10 y 20, aminoacidos.

Un inhibidor peptidico de PKG de acuerdo con la solicitud puede comprender ademas uno o mas péptidos
transportadores, uno o mas péptidos portadores, o péptidos tanto transportadores como portadores, asi como
componentes peptidicos o no peptidicos adicionales que pueden mejorar el transporte, la eficacia y/o la estabilidad.
Por lo tanto, la presente solicitud proporciona péptidos que comprenden inhibidor-A-portador, portador-A-inhibidor,
inhibidor-Z-transportador, transportador-Z-inhibidor, portador-A-inhibidor-Z-transportador y transportador-Z-inhibidor-
A-portador, siendo Ay ¥ péptidos enlazadores opcionales, siendo el portador un péptido portador, siendo el inhibidor
un péptido inhibidor y siendo el transportador un péptido transportador, como se expone en el presente documento,
en el que en realizaciones no limitativas el tamafio de todo el péptido tiene una longitud de entre 10 y 100, o de entre
10y 50, o de entre 10 y 30, o de entre 10 y 20, aminoacidos. La presente solicitud desvela péptidos que comprenden
LRKKKKKHXYGRKKRRQRRRPP (SEQ ID NO: 33), YGRKKRRQRRRPPXLRKKKKKH (SEQ ID NO: 34),
LRKKKKKHXRQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 35), RQIKIWFQNRRMKWKKXLRKKKKKH (SEQ ID NO: 36),
LRKKKKKHZPKKKRK (SEQ ID NO: 37), PKKKRKZLRKKKKKH (SEQ ID NO: 38),
YGRKKRRQRRRPPXLRKKKKKHZPKKKRK (SEQ ID NO: 39), PKKKRKZLRKKKKKHXYGRKKRRQRRRPP (SEQ ID
NO: 40), RQIKIWFQNRRMKWKKXLRKKKKKHZPKKKRK (SEQ ID NO: 41),
PKKKRKZLRKKKKKHXRQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 42), siendo A y X moléculas enlazadores opcionales
de entre 0y 5, o de entre 0 y 10, o de entre 0 y 20, aminoacidos, cuyos péptidos pueden tener una longitud de entre
5y 100, o de entre 5y 50, o de entre 10 y 30, aminoacidos. La presente solicitud desvela inhibidores peptidicos que
son al menos aproximadamente 90 o aproximadamente 94 por ciento homdlogos a los péptidos citados anteriormente,
segun se determind utilizando un programa informatico estandar de evaluacién de homologia, tal como BLAST o
FASTA, y que inhiben la PKG, y que pueden tener una longitud de entre aproximadamente 5y 100, o de entre 5y 50,
o de entre 10 y 30, o de entre 10 y 20, aminoacidos. La concentracion eficaz del inhibidor peptidico puede variar de
entre 1 nanomolar y 10 micromolar.

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un agente que tiene la férmula I
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en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;
en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, 0 un grupo seleccionado de los siguientes:
20
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siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol;

en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del
sistema nervioso periférico, en el que el medicamento es para la administracion a la neurona sensorial en un ganglio
de la raiz dorsal.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un agente de acuerdo con la invencién para su
uso en el tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico en el que
el medicamento es para la administracion a la neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un agente de acuerdo con la invencion en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de dolor crénico en el que el medicamento es para la
administracion al sistema nervioso central.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un agente de acuerdo con la invencién para su uso en
el tratamiento de dolor crénico en el que el medicametno es para la adminsitracién al sistema nervioso central.

En una realizacion especifica, no limitativa, el agente es balanol o una variante de balanol. Las variantes de balanol
pueden seleccionarse del grupo que consiste en balanol-7R, 14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol ligado
a un péptido transportador, una variante de balanol ligada a un péptido transportador, balanol ligado a un péptido
portador, una variante de balanol ligada a un péptido portador, balanol ligado a un péptido transportador y a un péptido
portador, y una variante de balanol ligada a un péptido transportador y a un péptido portador. En realizaciones no
limitativas especificas, la concentracion de balanol o de la variante de balanol administrada a la neurona, por ejemplo,
a través de su axon, puede variar de entre aproximadamente 1 y 500 nM, o de entre aproximadamente 2 y 100 nM,
dependiendo de la fuerza del compuesto.

En otra realizacion especifica, no limitativa, el agente es Rp-8-pCPT-cGMPS. En una realizacion relacionada, el agente
es Rp-8-pCPT-cGMPS conjugado con uno o mas péptidos transportadores. En otra realizacion relacionada, el agente
es Rp-8-pCPT-cGMPS conjugado con uno o mas péptidos portadores. En otra realizacién adicional relacionada, el
agente es Rp-8-pCPT-cGMPS conjugado con uno o mas péptidos transportadores y con uno o mas péptidos
portadores (véase a continuacion la definicion de péptidos transportadores y portadores). En realizaciones especificas,
no limitativas, la concentracion de Rp-8-pCPT-cGMPS puede variar de entre 1 micromolar y 500 micromolar.

5.3.6 Modulacion del transporte de PKG

La presente solicitud desvela la inhibicion de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o del dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que inhibe el transporte de PKG.

En realizaciones no limitativas de la invencion, un agente que inhibe el transporte de PKG puede comprender un
péptido transportador, como se expone mas adelante, en una cantidad eficaz para inhibir el sistema de transporte
retrégado axonal. En realizaciones especificas no limitativas, un agente que inhibe el transporte de PKG puede
comprender una pluralidad de péptidos transportadores, por ejemplo, pero sin limitacién, comprendidos en bucles de
superficie de una molécula sefuelo.

5.3.7 Modulacion de la actividad MAPKerk

La presente solictud desvela la inhibicion de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o del dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que inhibe la activacion (fosforilacion) de MAPKerk. Dichas moléculas incluyen, pero sin limitacion,
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inhibidores de tirosina quinasa, tales como K252a y genisteina.

5.3.8 Modulacién del transporte de MAPKerk

La presente solictud desvela la inhibicion de la ruta NO/cGMP/LTH, de LTH y/o del dolor persistente, mediante un
método que comprende administrar, a una SN (que puede ser o no una SN in vivo en un sujeto), una cantidad eficaz
de un agente que inhibe la translocacion de MAPKerk en el nucleo, incluyendo, pero sin limitacién, un antagonista de
calcio tal como felopidina (Yang et al., 2002), verapamil, diltiazem, nifedipina, etc. o apolipoproteina D (Sarjeant et al.,
2003).

5.3.9 Composiciones para el tratamiento del dolor

Las composiciones de la solicitud pueden comprender un agente inhibidor como se describe anteriormente, donde el
agente inhibidor comprende opcionalmente una molécula portadora que facilita su translocacion a través de una célula
neuronal o membrana nuclear. Los ejemplos de moléculas portadoras que pueden utilizarse incluyen, pero sin
limitacién, la proteina tat del VIH-1 (YGRKKRRQRRRPP; SEQ ID NO: 43) y péptidos que tienen una longitud de
aproximadamente 9-30 o de aproximadamente 9-20 restos que comprenden en su secuencia central RKKRRQRRR
(SEQ ID NO: 44), el homeodominio Antennapedia de Drosophila (RQIKIWFQNRRMKWKK; SEQ ID NO: 45). Otras
moléculas portadoras que pueden utilizarse pueden estar ampliamente comprendidas (contienen al menos un 60 por
ciento, al menos un 70 por ciento, o al menos un 80 por ciento) de aminoacidos cargados positivamente, tales como
arginina (Wendere et al., 2000) y/o lisina (Mai et al., 2002). La invencién también incluye péptidos y péptidos
derivatizados que son al menos aproximadamente 90 o aproximadamente 95 por ciento homadlogos a los péptidos
citados anteriormente, segun se determina utilizando un programa informatico estandar de evaluacién de homologia,
tal como BLAST o FASTA. Opcionalmente, el agente inhibidor puede comprender de manera alternativa o adicional,
un péptido transportador, como se describe a continuacion.

La presente solicitud desvela dichos agentes inhibidores, ya sea en forma liofilizada o disueltos en un vehiculo
farmacéutico adecuado. En a solicitud se incluyen composiciones que comprenden mas de un agente inhibidor.

La solicitud desvela una composicion farmacéutica que comprende uno o mas agentes inhibidores, como se expone
anteriormente, junto con al menos un agente que promueve la captacion del agente inhibidor en un nervio periférico.
Los ejemplos de dichos agentes incluyen agentes potenciadores de la permeabilidad de la membrana, tales como
dimetil sulféxido y/o 2-hidroxipropil-b-ciclodextrina.

La solicitud desvela una composicion farmacéutica que comprende uno o mas agentes inhibidores, como se expone
anteriormente, junto con al menos un agente que trata una causa de dolor subyacente, que incluye, pero sin limitacion,
un agente antiinflamatorio (tal como aspirina, un agente antiinflamatorio no esteroideo, tal como ibuprofeno, o un
corticosteoride).

La solicitud desvela una composicion farmacéutica que comprende uno o mas agentes inhibidores, como se expone
anteriormente, junto con al menos un agente que tiene un efecto anastésico local, tal como lidocaina.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un dispositivo transdérmico que contiene una cantidad
eficaz de un agente de acuerdo con la invencion. En una realizacion especifica, no limitativa, el agente de acuerdo
con la invencion esta ligado a un péptido transportador. El dispositivo transdérmico puede ser un parche o un
mecanismo que comprenda uno o mas agentes inhibidores, como se expone anteriormente, y opcionalmente uno o
mas agentes adicionales que promueven la captacion del agente en un nervio periférico, trata una causa de dolor
subyacente y/o tiene un efecto anestésico local, donde se proporcionan ejemplos de compuestos en cada una de
estas categorias anteriores. El dispositivo puede utilizar en general tecnologia de parches transdérmicos conocida en
la técnica, para facilitar la liberacion sostenida de sus agentes terapéuticos a través de la piel de un sujeto. En
realizaciones especificas no limitativas el dispositivo crea un potencial eléctrico que promueve la captacion de uno o
mas agentes inhibidores en tejido local (iontoforesis), o0 mejora la transferencia de farmacos utilizando ultrasonido u
ondas de radiofrecuencia (véase Bryan, 2004; Patentes de Estados Unidos N.° 5.405.614 y 4.708.716).

5.4 Modulacién de las rutas del dolor utilizando los mecanismos de transporte retrégrado neuronal

La presente solicitud desvela un método para modular e inhibir especificamente las rutas del dolor, la percepcion del
dolor y la hiperalgesia primaria (sistema nervioso periférico), que comprende suministrar un compuesto inhibidor del
dolor a un axén de un nervio sensorial, de tal manera que el compuesto inhibidor del dolor se transporta, de forma
retrégrada a lo largo del axoén, al cuerpo celular de la neurona sensorial en el ganglio de la raiz dorsal. El compuesto
inhibidor del dolor no esta limitado a los inhibidores de LTH expuestos en el presente documento, sino que puede ser
cualquier inhibidor del dolor que actie en las neuronas sensoriales, tales como inhibidores de prostaglandina (por
ejemplo, inhibidores de COX-2), opioides de accidn periférica, compuestos anestésicos, etc., ligados a un péptido
transportador que facilita el transporte axonal retrégado.

En un ejemplo no limitativo, el péptido transportador es PKKKRK (SEQ ID NO: 46) o un péptido o péptido derivatizado
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que es al menos aproximadamente 80 por ciento homdlogo al mismo segun lo determinado utilizando un programa
informatico estandar de evaluacion de homologia, tal como BLAST o FASTA, y que facilita el transporte axonal. En
otro ejemplo no limitativo, el péptido transportador es el péptido relacionado CTPPKKKRKYV (SEQ ID NO: 47) (véase
Ambron, 1992), o un péptido o péptido derivatizado que es al menos aproximadamente 70, o al menos
aproximadamente 80 o al menos aproximadamente 90 por ciento homdlogo al mismo segun lo determinado utilizando
un programa informatico estandar de evaluacion de homologia tal como BLAST o FASTA y que facilita el transporte
axonal. El péptido transportador tiene una longitud de entre 5 y 20 aminoacidos y comprende el péptido KKKRK (SEQ
ID NO: 48), PKKKRK (SEQ ID NO: 46), PPKKKRK (SEQ ID NO: 49), TPPKKKRK (SEQ ID NO: 50), o PKKKKRKV
(SEQ ID NO: 51).

Por ejemplo, el compuesto inhibidor del dolor (que comprende un agente que inhibe el dolor asociado a una neurona
sensorial y a un péptido transportador; preferentemente un inhibidor de LTH como se expuso anteriormente) puede
suministrarse a un receptor de dolor periférico en el sitio de la lesién o en el mismo dermatoma que el de la lesién,
como axones sensoriales que surgen a lo largo del dermatoma que convergen en el mismo ganglio de la raiz dorsal.
La Figura 11A-B presenta los dermatomas sensoriales (del Merck Manual of Diagnosis and Therapy, seccion 14,
capitulo 165, figura 165-2, que hace referencia a Keegan y Garrett FD, “Anatomical Record 102: 409-437, 1948,
utilizado con permiso del Wistar Institute, Filadelfia, PA). Como ejemplos, el dolor de artritis asociado a los dedos se
comunica a través de axones cuyos cuerpos celulares residen en los GRD (ganglios de la raiz dorsal) a nivel de C5-
T1 y el dolor de rodilla se comunica a través de axones cuyos cuerpos celulares residen en los GRD a nivel de L3-S2.

Por consiguiente, la presente solicitud desvela un método de tratamiento para el dolor en un sujeto, en el que se
determina que el dolor esta asociado a un ganglio de la raiz dorsal a un nivel particular de la médula espinal, que
comprende la aplicacién tépica, en la piel que se encuentra dentro del dermatoma correspondiente al nivel de la
médula espinal asociado al dolor, de un inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador.

El compuesto inhibidor del dolor puede incluirse en una crema, pomada o dispositivo transdérmico (véase lineas
anteriorres), y aplicarse al dermatoma apropiado.

Por ejemplo, una persona que padece lumbalgia como resultado de la compresion del nervio que sale de un foramen
6seo en la columna vertebral inferior (radiculopatia lumbar, sacra o lumbosacra), podria tratarse con un parche
transdérmico que contuviese un compuesto inhibidor del dolor (que comprende un péptido transportador) y aplicarse
al dermatoma correspondiente a nivel de la médula espinal a partir del cual se origina el nervio comprimido, que puede
identificarse por los sintomas y la exploracion fisica de la persona. Como ejemplo especifico, dado que con frecuencia
la radiculopatia involucra a los nervios provistos en los dermatomas L4, L5 y/o S1, se puede aplicar un parche
transdérmico de acuerdo con la invencicon a la nalga del paciente. Como otro ejemplo especifico, no limitativo, una
persona con artritis con implicacién de las articulaciones de los dedos, los dermatomas C6-C8 podrian llevar un parche
de acuerdo con la invencion en el antebrazo o en el hombro, por ejemplo, por encima de la espina escapular.

Este aspecto de la solicitud proporciona la ventaja de que trata el dolor a mismo tiempo que evita la administracion
sistémica de un compuesto antinociceptivo, lo que reduce sustancialmente el potencial de abuso de sustancias y evita
los posibles efectos secundarios, tales como los asociados a los inhibidores de COX-2.

5.5 apPKG

La presente solicitiud desvela adicionalmente moléculas de acido nucleico que codifican la proteina quinasa G, asi
como sus proteinas codificadas.

La presente solicitiud desvela un acido nucleico aislado que codifica una proteina quinasa G del género Aplysia (ap
PKG) que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en el GenBank con el N.° de registro AY362340 y la SEQ ID
NO: 10 en el presente documento. La presente solicitud desvela una molécula de acido nucleico aislada que tiene una
secuencia de aminoacidos expuesta en el GenBank con el N.° de registro AY362340 y la SEQ ID NO: 9 en el presente
documento, asi como moléculas de acido nucleico que son al menos 85, al menos 90 o al menos 95 por ciento
homologas a las mismas, donde la homologia se determina mediante un programa informatico estandar de
determinacion de homologia, tal como BLAST o FASTA. La presente solicitud desvela moléculas de acido nucleico
aisladas que se hibridan, en condiciones rigurosas, con una molécula de acido nucleico que tiene la SEQ ID NO: 9, y
que codifican una molécula que tiene actividad proteina quinasa. En el presente documento, las condiciones rigurosas
se definen como hibridacion con ADN unido a un filiro en NaHPO4 0,5 M, dodecil sulfato sédico (SDS) al 7 %, EDTA
1mM a 65 °C y lavando en SSC 0,1x/SDS al 0,1 % a 68 °C (Ausubel G- M. et al., eds., 1989, Current Protocols in
Molecular Biology, Vol. I, Green Publishing Associates, Inc., y John Wiley & sons, Inc., Nueva York, pag. 2.10.3).

Los acidos nucleicos de la solicitud pueden incluirse en una molécula de vector, que puede ser un fago, un plasmido,
un fagémido o un virus.

Los acidos nucleicos de la solicitud pueden unirse operativamente a un elemento promotor para crear un casete de
expresion.
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La presente solicitiud desvela una proteina aislada que tiene una secuencia como se expone en la SEQ ID NO: 10,
asi como proteinas que son al menos 85, al menos 90 o al menos 95 por ciento homdlogas a las mismas y que
muestran actividad proteina quinasa. Las proteinas de la invencién pueden incluirse en proteinas de fusién. Como
ejemplo no limitativo, las proteinas de la solicitud pueden fusionarse con una etiqueta reconocible inmunolégicamente,
tal como una etiqueta de His (véase la Seccion 6, mas adelante).

En realizaciones adicionales, la presente solciitiud desvela una proteina aislada que comprende una parte catalitica
de apPKG, incluyendo una parte catalitica de apPKG que tiene la secuencia de aminoacidos:
VAKEFENCSLDDLQLVTTLGMGGFGRVELVQLSKEKGKTFALKCLKKKHIVETRQQEHIYSEKKIMMEADSPFITKLHK
TFRDRKYVYMLMEVCLGGELWTILRDRGNFDDLTARFCVACVLEAFSYLHAKGIIYRDLKPENLLLDARGYVKLVDFG
FAKKIGVGKKTWTFCGTPEYVAPEIILNKGHDHSADYWSLGILMYELLNGTPPFSGSDPMRTYNIILKGIDHIEFPKKISR
SAHVLIKKLCRDNPMERLGYGKNGISDIRKNKWEF (SEQ ID NO: 25), y secuencias de aminoacidos que son al menos
85 por ciento, al menos 90 por ciento, o al menos 95 por ciento homdlogas a las mismas. La parte catalitica de apPKG,
y las moléculas que son al menos 85, al menos 90 o al menos 95 por ciento homdlogas a las mismas, pueden incluirse
en una proteina de fusion, ligadas a otra secuencia de aminoacidos en el extremo N y/o C terminal. La presente
solicitud proporciona ademas moléculas de acido nucleico aisladas que codifican dichas proteinas aisladas, que
pueden unirse operativamente a un elemento promotor incluido en un casete de expresion y/o en una molécula de
vector.

La presente solicitud proporciona ademas moléculas de anticuerpo que se preparan inmunizando a un animal con una
proteina purificada de acuerdo con la invencién. Dichas moléculas de anticuerpo pueden ser policlonales o
monoclonales, preparadas utilizando técnicas de laboratorio convencionales.

6. Ejemplo 1: Importacién de una isoforma neuronal de la proteina quinasa nuclear activada por mitdgeno que se
acopla a la proteina quinasa G, ala hiperexcitabilidad de larga duracién inducida por axotomia en neuronas sensoriales

de Aplysia

6.1. Materiales y métodos

Aplastamiento de nervios in vivo. La Aplysia (100-150 g) se anestesié con MgCI2 isotdnico, y se realizdé una pequena
incision en un lado de la pared corporal. Los nervios pedales 5-9 se aplastaron a 2 cm de los ganglios pedales-
pleurales en un lado. La herida se suturé y el animal se llevé de nuevo a su estanque. El protocolo de aplastamiento-
ligamiento seguido fue como se describe en la técnica (Ambron et al., 1995).

Clonacién. Se utilizaron los cebadores oligonucleotidicos degenerados 5’-tayaaytgyacnmgiacngc (SEQ ID NO: 1) y 5'-
ccrcaraangtccangtytt (SEQ ID NO: 2) para amplificar un fragmento de ADNc de apPKG a partir de ADNc del SNC de
Aplysia. El producto resultante de la PCR de esta amplificacion se cloné en pCR-II (Invitrogen, Carlsbad, CA) y
posteriormente se secuencié en la instalacion central en la Universidad de Columbia. Los extremos 5’y 3’ del ADNc
se clonaron utilizando amplificacién rapida de extremos de ADNc (RACE, siglas del inglés rapid amplification of cDNA
ends) 5’y 3', respectivamente. Se utilizd un kit de Amplificacion de ADNc Marathon (BD Clontech, Palo Alto, CA) para
generar ADNc a partir de ARN poli(A+) del SNC de Aplysia, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la
reaccion 5’-RACE, se utilizé un cebador especifico, 5'- cgcctgtccagcacccatageg (SEQ ID NO: 3). El producto de esta
reaccion de PCR se confirmd después mediante una segunda amplificacion utilizando un cebador 5’ especifico,
anidado, 5’-gggtgaccgctttcacggagg (SEQ ID NO: 4). Para la reaccion 3-RACE, se utiliz6 un cebador especifico, 5-
cggcaaggttctgcgtcgee (SEQ ID NO: 5). El producto de la PCT se sometid después a una segunda amplificacion
utilizando un cebador 3’, anidado, 5-ggacgcgaggggatacgtc (SEQ ID NO: 6). Ambos productos 5’ y 3-RACE se
subclonaron en pCR-Il y se secuenciaron. Para obtener el ADNc de longitud completa en una pieza, se realizé otra
PCR con los oligonucledtidos 5’-ggtggaggagatagcggcggttctgtgaacgec (SEQ ID NO: 7) y 5’-ggaggagtgagggtcagatcc
(SEQ ID NO: 8), correspondientes a los extremos 5’ y 3’ de los productos 5" y 3'-RACE, respectivamente. El producto
de la PCR se secuencid y se denomind apPKG y se depositd en la base de datos de GenBank con el nimero de
registro AY363240 (SEQ ID NO: 9). La secuencia de aminoacidos deducida es la SEQ ID NO: 10.

Anadlisis de secuencias. La alineacion de secuencias de diversas pKG vy la identificacion de restos conservados se
realizé utilizando los algoritmos Clustal W y Boxshade proporcionados en la serie de programas disponibles en Biology
Workbench (http://workbench.sdsc.edu/.). Expresion y purificacion de proteinas. Se afiadié una etiqueta de histidina
al extremo N terminal de la region codificante de apPKG por amplificaciéon mediante PCR a partir de ADNc del SNC
de Aplysia con los siguientes cebadores:
5’-tggcggccgctcatgagaggatcgceatcaccatcaccatcacggcaacggtgccagticgaacacgceacttc (SEQ ID NO: 11) y
5’-gcaggctctagagaaatcaatgtcccagecggataactegtc (SEQ ID NO: 12). El producto de la PCR se subclon6 en los sitios
Notl y Xbal de pFasBac-1 (Invitrogen) y se confirmé posteriormente mediante secuenciacion. La construccion
resultante pFB1apPKG contiene una etiqueta de epitopo de histidina N-terminal. La transformacién de pFB1apPKG
en células Max Efficiency DH10Bac (Invitrogen), la identificacion de clones recombinantes y el aislamiento de ADN del
vector lanzadera de baculovirus recombinante (bacmido), se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen). Se obtuvo un baculovirus recombinante transfectando células Sf9 (Spodoptera frugiperda), que se
propagaron como monocapas a 27 °C en medio Sf-900 IISFM (Invitrogen) que contenia penicilina 100 U/ml (Invitrogen)
y estreptomicina 0,1 mg/ml (Invitrogen). La transfeccion con ADN bacmido recombinante se realizé utilizando
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CellFectin (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los clones viricos positivos se identificaron por
su capacidad para dirigir la expresion de la proteina apropiada, como se revel6 mediante inmunotransferencia de
extractos de células enteras de células Sf9 transfectadas recogidas 3 d después de la transfeccion, utilizando un
anticuerpo contra la etiqueta de histidina de la proteina. Para la expresion proteica de apPKG, se infectaron células
Sf9 con el baculovirus recombinante a una multiplicidad de infeccion superior a 10. Después de 72 h, se recogieron
las células y la apPKG-His recombinante se purifico en resina de niquel - acido nitriloacético (Qiagen, Valencia, CA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para expresar VASP (fosfoproteina estimulada por vasodilatadores,
siglas del inglés vasodilator-stimulated phosphoprotein), la region codificante de VASP se obtuvo primero mediante
amplificacion por PCR a partr de ADNc de cerebro de raton con los siguientes cebadores: 5'-
gtcgtgggatccccatcgatagcgagacggtceatctgt (SEQ ID NO: 13) y 5'-atcttgaattcctcgagggtcaaggagaaccecgcett (SEQ ID NO:
14). El producto de la PCR se subcloné en los sitios EcoRl y BamHI de pGEX3X (Amersham Biosciences, Arlington
Heights, IL) y se confirmé posteriormente mediante secuenciacion. La construccion resultante, pPGEXVASP, contenia
una etiqueta de epitopo GST (glutation S-transferasa) C-terminal. Las proteinas de fusion VASP-GST, Elk1-GST,
MEKK1C (MAP quinasa 1C)-GST, MEK1 (MAP quinasa quinasa 1)-GST y ERK1-GST, se expresaron en células DH5a
de Escherichia coli y se purificaron como se describe en la técnica (Sung et al., 1996).

Transferencias Northern. EI ARN total se extrajo de varios tejidos y se resolvio mediante electroforesis en gel de
agarosa desnaturalizante; después, el gel se transfiri6 a una membrana de nailon. La transferencia resultante se
hibridé con apPKG marcada con radioactividad y ADNc ribosémico 5S como se ha descrito anteriormente en la técnica
(Alberino et al., 1994; Sung et al, 2001).

RT-PCR de células individuales. Las SN individuales se transfirieron a 500 yl de Reactivo Tri (Molecular Research
Center, Cincinnati, OH), y el ARN total se aislé de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EIl ADNc de cada
muestra se sintetizé utilizando, como cebadores, hexameros al azar y transcriptasa inversa (SuperScript Il). Para
amplificar fragmentos especificos mediante PCR (40 ciclos), se utilizaron partes alicuotas (2 pl) de cada muestra,
utilizando conjuntos de cebadores especificos para lo siguiente: (1) 6xido nitrico sintasa (NOS) neuronal (numero de
registro de GenBank AAK83069), 5’-gtaccctcacaggacgagtc (SEQ ID NO: 15) y 5'-tccttggacctctctiggtg (SEQ ID NO: 16)
(nt 3610-4049); (2) sensorina A neuropéptido especifico de SN (numero de registro de GenBank X56770), 5-
aacagaaacagtctttcccc (SEQ ID NO: 17) y 5’-tcttgactcaccaactgce (SEQ ID NO: 18) (nt 43-331); y (3) actina especifica
de neuronas (numero de registro de GenBank U01352), 5-cagagagaagatgacccag (SEQ ID NO: 19) y 5-
gggtaagagaagcaagaaag (SEQ ID NO: 20) (nt 416-1298).

Ensayos de quinasa. La actividad PKG in vitro se midi6 como se describe en la técnica (Pohler et al., 1995). En
resumen, se incubaron 100 ng de His-apPKG con 5 ug de diversos péptidos en un tampén que contenia lo siguiente
(en mM): Tris-HCI 25, pH 7,5, 5 B-glicerol fosfato, 2 DTT, NasVO4 0,1 y MgCl» 10. La reaccion se inici6 afiadiendo [y-
32P]ATP 10 uM. Se dejo proseguir la incubacion durante 20 min a temperatura ambiente vy finalizé con EDTA 50 mM
(concentracion final). Los péptidos marcados se capturaron en filtros P81 (Whatman, Maidstone, Reino Unido). Los
filtros se lavaron con acido fosforico al 0,5 % y se secaron, y el fosfopéptido-22P unido se detectd mediante recuento
por centello liquido. Para los recuentos del fondo, todos los valores obtenidos sin el sustrato. Para evaluar la actividad
de apPKG endogena se utilizaron 5 ug de extracto de ganglios o axoplasma en el tampdn de quinasa (citado
anteriormente) con 5 pg de inhibidor de PKA en presencia o en ausencia de cGMP 1 yM. La actividad de ERK se
sometio a ensayo como se describe en la técnica (Sung et al, 2001). En resumen, las proteinas y el ATP 500 pM se
incubaron en tampoén de quinasa durante 20 min a temperatura ambiente. Las mezclas de reaccién se resolvieron en
geles de poliacrilamida con SDS al 10 % y se sometieron a transferencia Western con los anticuerpos (Ab)pTpYmapk,
AbpYmapk, AbpTmapk o AbpElk1.

Hibridacioén in situ. En primer lugar se aislaron ganglios de animales, se desenvainaron y se fijaron durante 3 h en
paraformaldehido al 4 % en PBS, a pH de 7,4. Después, los ganglios se lavaron varias veces en PBS 1X y se
sometieron a digestion con proteinasa K 80 ug/ml (Ambion, Austin, TX) en PBS 1 y durante 30 min a temperatura
ambiente (TA). Después de diversos lavados en PBS 1X, los ganglios se fijaron de nuevo durante 20 min con
paraformaldehido al 4 % y después se lavaron varias veces mas en PBS 1X. Después de tratamiento con HCI de
trietanolamina al 1,32 %, a pH de 8,0 (10 min a TA) y anhidrido acético al 0,24 % en HCI de trietanolamina al 1,32 %,
a pH de 8,0 (20 min a TA), y diversos lavados con PBS 1X, los ganglios se prehibridaron en tampén Hyb (formamida
al 50 %, SSC 5X, solucion de Denhardt 5X, ARNt de levadura 0,25 mg/ml y ADN de esperma de salmon 0,5 mg/ml) a
60 °C durante 2 h, y después se hibridaron durante una noche a 60 °C con tampén Hyb reciente que contenia ARNc
antisentido o en sentido marcado con digoxigenina (DIG) (1 pg/ml). Después de la hibridacion, los ganglios se lavaron
primero durante 30 min en tampon Hyb reciente a 68 °C y después en SSC 0,2X a 68 °C durante 1 h. Después de
alcanzar el equilibrio en PBST (PBS 1X y Triton X-100 al 0,1 %), los ganglios se bloquearon en PBST con suero de
oveja al 10 %, durante 30 min a TA, y después se incubaron con anticuerpo anti-DIG (1:5000) acoplado a fosfatasa
alcalina (Roche, Indianapolis, IN) en PBST 1X que contenia suero de oveja al 1 % durante una noche a 4 °C. Las
sefiales de hibridacion se visualizaron con cloruro de nitroazul de tetrazolio/5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (Roche).

Transferencia Western. Las muestras proteicas se resolvieron en geles de poliacrilamida con SDS al 10% y
posteriormente se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Keene, NH); las transferencias
se exploraron con diversos anticuerpos primarios especificos de genes y anticuerpos secundarios apropiados
conjugados con peroxidasa de rabano picante. La inmunorreactividad se detectd utilizando el sistema de
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quimioluminiscencia Pico-tag (Pierce, Rockford, IL).

Inmunocitoquimica. Los ganglios, los nervios o las células cultivadas, se fijaron en PBS con paraformaldehido al 4 %,
a un pH de 7,4. El anticuerpo primario se diluyé en TBS complementado con Triton X-100 al 0,1-0,5 % en TBS y suero
de cabra al 5 % y se incubd durante una noche a una temperatura de 4 °C. Después de varios lavados, se aplico un
anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 594 o 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) durante 1h a
temperatura ambiente. Posteriormente, las células se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia confocal
(microscopio confocal LSM510; Zeiss, Oberkochen, Alemania) y se tomaron imagenes.

Cultivo de células. Las SN se aislaron de los ganglios pleurales de animales de 50-80 gm y se sembraron en placas
recubiertas con poli-L-lisina que contenian medio L15 y hemolinfa al 50 % (Dagan y Levitan, 1981; Glanzman et al.,
1989). Los cultivos se mantuvieron a 18 °C durante hasta 7 d. El medio se cambié cada 2 d. Los farmacos se retiraron
con lavado 1 h antes de realizar los ensayos electrofisiolégicos.

Electrofisiologia. Antes de iniciar cada registro, la hemolinfa se reemplazé con una mezcla 1:1 de agua de mar artificial
y medio de cultivo (sin hemolinfa; pH 7,6). Para la estimulacion intracelular y el registro se utilizaron técnicas estandar
(Ambron et al., 1996). El umbral del pico del pericarion se midié con una serie estandar de pulsos de despolarizacion
de 20 ms. El disparo repetitivo se cuantificé contando el nimero de picos generado por una serie de pulsos de
despolarizacién de 2s a 1, 2, 3, 4 y 5 nA, o pulsos de despolarizaciéon de 1 s a 2,5 veces la corriente para el umbral
de 20 ms. La amplitud del pico se midié desde la linea inicial hasta el pico del potencial de accion y la duracién del
pico fue la amplitud del potencial de accién a la mitad de su altura maxima.

Marcaje de proteinas con fluorescencia. Las proteinas BSA, apPKG y ERK1 se marcaron utilizando un kit de marcaje
de proteinas con Alexa Fluor 546 (Molecular Probes) de acuerdo con las instrucciones de fabricante.

Microinyeccion de SN. Con un extractor programable Sutter se prepararon pipetas de microinyeccion. La proteina
marcada con Alexa Fluor 546 (0,75 pg/ul en Tris-HCI 10 mM, pH 7,3, NaCl 100 mM y colorante verde rapido 0,05 %)
se microinyect6 en las SN cultivadas aplicando presion de aire positiva en condiciones definidas (libras por pulgada
cuadrada y duracion) y utilizando un sistema Picospritzer (Sung et al., 2000).

Materiales. La PKG 1a bovina recombinante, la guanosina 3’, 5’-monofosforotioato ciclico, el 8-(4-clorofeniltio)-, el
isdomero de Rp (Rp-8-pCPT-cGMPS), la adenosina 3’, 5-monofosforotioato ciclico, el isomero de Rp (Rp-cAMPS), la
1-H[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ), la L-tiocitrulina, el clorhidrato de éster metilico de N®-nitro-L-
arginina (L-NAME), el inhibidor 6-22 amida de la proteina quinasa Ay el sustrato BPDEtido de PKG, se adquirieron en
Calbiochem (La Jolla, CA). Los péptidos A, C y D y la proteina MAPK p42, se obtuvieron en Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). Los siguientes anticuerpos se obtuvieron y utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante:
anti-fosfo-VASP (Ser239) de UpstateCell Signaling Solutions (Lake Placid, NY), anticuerpos policlonales contra MAPK
fosforilada (AbPTPYMark) v fosfo-Elkl (Ser®3; AbPEK) de Cell Signaling Technology (Beverly, MA), y anti-pY MAPK
(AbPYmapk) “anti-pT MAPK (AbPTMapk) y g-actina de Sigma (St. Louis, MO).

6.2. Resultados

Las SN de Aplysia contienen una PKG neuronal de tipo |

Para investigar el papel de la ruta de PKG en la induccion de LTH, se cloné una PKG de Aplysia (nUmero de registro
de GenBank AY363240). El ADNc de apPKG contiene una fase de lectura abierta que codifica una supuesta proteina
de 733 aa. De acuerdo con todas las PKG conocidas, la quinasa de Aplysia contiene dos dominios de unién a
nucledtidos ciclicos en tandem y un dominio catalitico C terminal (Fig. 1A, parte superior). La proteina prevista
codificada por la secuencia de apPKG es muy similar a las proteinas quinasas dependientes de cGMP conocidas con
mas de 50 % de identidad de aminoacidos con las PKG de Drosophila y con las isoformas de PKG de tipo | y Il de
mamifero (Fig. 1A, parte inferior). Sin embargo, parece estar mas estrechamente relacionada con la DG1 de
Drosophila (Fig. 1B).

Para determinar el patron de expresion de apPKG, se exploré una transferencia Northern de ARN total de varios tejidos
de animales adultos con un fragmento de 283 pb marcado con 2P correspondiente a las bases 209-492 del ADNc. La
sonda detect6 un solo transcrito de 3,0 kb que se expreso en los ganglios, pero no en los musculos ni en los 6rganos
genitales (Fig. 1C). Una sonda marcada con *?P para el ARN ribosomico 5S detecté un transcrito de 0,19 kb en todos
los tejidos (Fig. 1C).

Para localizar la fuente del mensaje, la sonda de apPKG se utilizd para generar ribosondas en sentido y antisentido
para la hibridacion in situ. La sonda antisentido detecté altos niveles de expresion de ARNm de apPKG en el grupo
SNy en la mayoria de las neuronas en los ganglios pedales y pleurales (Fig. 1D, panel de la izquierda). La sonda en
sentido produjo un marcaje insignificante (Fig. 1D, panel de la derecha).

Las propiedades cataliticas de apPKG se investigaron después expresando primero el ADNc de apPKG en un sistema
de baculovirus/Sf9. Cuando las células se cultivaron en presencia de suero se produjo una apPKG recombinante

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 696 598 T3

inactivada etiquetada con His y cuando las células se privaron de suero se produjo una apPKG constitutivamente
activa. Ambas formas de apPKG recombinante se purificaron mediante cromatografia de afinidad.

La apPKG inactiva se activé con 8-Br-cGMP 100 nM y BPDEtido rapidamente fosforilado, un sustrato peptidico para
todas las PKG de tipo | (Glass y Krebs, 1982) (Fig. 2A). La comparacion de la apPKG activa con la PKG soluble bovina
de tipo 1a recombinante, mostré que ambas quinasas fosforilaron facilmente diversos sustratos peptidicos de PKG
(Fig. 2B). Significativamente, ninguna quinasa fosforilo el péptido C, que es el sustrato preferido de la PKG de tipo Il
unida a membrana (Hall et al., 1999) (Fig. 2B). También se examino la proteina VASP, cuya serina en la posicion 239
se reconoce especificamente por las PKG solubles de tipo | (Smolenski et al., 1998) y se encontrd que las quinasas
tanto de bovino como de Aplysia fosforilaron este sitio (Fig. 2C). Estos estudios determinan que la apPKG es un
miembro de la familia de PKG solubles de tipo I.

La apPKG se localiza en axones donde se activa por una lesidon nerviosa y se transporta de manera retrograda al
cuerpo celular de las SN

Los nervios periféricos p5-p9 de Aplysia inervan la region media de la pared corporal y la cola y contienen axones de
las SN (Walters et al., 1983a,b; Billy y Walters, 1989). Para determinar si la apPKG esta en los axones, se generd un
anticuerpo policlonal de conejo, AbPXG, contra un péptido ubicado en el extremo N (aminoacidos 18-128) de la
proteina. El anticuerpo Ab?PPXC se purificd por afinidad y se utilizo para explorar transferencias Western. El AbaPKe
reconocid polipéptidos de 80 y 100 kDa en los extractos de ganglios pedales y pleurales, pero no en tejido muscular o
genital asi como la proteina recombinante de 80 kDa purificada por afinidad (Fig. 3A). Se cree que la banda de 100 kDa
es la forma dominante de apPKG, porque es mas abundante y tiene una mayor afinidad por el cGMP que el
componente de 80 kDa. Ambas bandas también fueron reconocidas por un anticuerpo comercial que se generd contra
la PKG de tipo la humana (restos de aminoacidos 657-671: 50 % de identidad con la apPKG). La apPKG contiene
secuencias consenso de varias quinasas y otras enzimas y el componente de 100 kDa podria contener una o mas
modificaciones postraduccionales.

Para determinar si la apPKG estaba presente en los axones, el axoplasma se extruy6 de los nervios p5-p9. La figura
3A muestra que ambos polipéptidos estaban presentes. Las SN tienen axones en los nervios p5-p9, y la
inmunocitoquimica con AbapPKG tifié esencialmente todas las SN en el grupo (Fig. 3B). Para determinar los efectos
de la lesién nerviosa en la apPKG axonal, los nervios p5-p9 de un lado se aplastaron, con lo que se axotomizaron los
axones en cada nervio. En varios momentos después, se evaluo la actividad de apPKG en los ganglios pedal y pleural
ipsilateral (mismo lado) y contralateral (lado opuesto), que incluia el grupo de cuerpos celulares de la SN. Como se
muestra en la Figura 4A, antes de que apareciese una actividad significativa de apPKG en el ganglio pleural ipsilateral,
hubo un retraso de aproximadamente 16 h después del aplastamiento del nervio. Después, la actividad aumenté
durante al menos 24 h, pero no fue significativamente diferente a la de la linea basal a las 48 h. Se detecté poca o
ninguna actividad de apPKG en el ganglio pleural de control contralateral (Fig. 4A). Significativamente, la actividad de
apPKG en los cuerpos celulares de las neuronas del ganglio pedal ipsilateral se mantuvo en el nivel basal durante las
48 h posteriores a la axotomia (Fig. 4A), lo que indica que la activacion de apPKG es selectiva para las neuronas en
el ganglio pleural.

El largo retraso antes de que apareciera actividad de apPKG en los cuerpos celulares es coherente con la idea que la
quinasa es una sefial de lesion positiva. Ademas, la apPKG contiene una secuencia de localizacion nuclear (NLS, del
inglés nuclear localization sequence) que puede proporcionar acceso al sistema de transporte retrogrado (Ambron y
Walters, 1996; Schmied y Ambron, 1997; Hanz et al., 2003). Para investigar esta posibilidad se utilizé un protocolo
estandar de ligamiento - aplastamiento (Ambron et al., 1995; Johanson et al., 1995) (Fig. 4B). Los nervios p5-p9 se
aplastaron unilateralmente y se colocé una ligadura en cada nervio proximal al sitio de aplastamiento. Las proteinas
que se transportaron lejos del sitio de aplastamiento (hacia los cuerpos celulares) se acumulan en el axoplasma detras
de la ligadura donde se pueden recoger. Veinticuatro h después, se eliminaron los segmentos nerviosos de 0,5 cm de
la siguiente manera; (1) proximal al sitio de aplastamiento (Ap), (2) distal a la ligadura en los nervios aplastados (el
sitio de Ap/Lig), y (3) distal a la ligadura en el lado de control (el sitio de Lig) (Fig. 4B, parte superior). Después, el
axoplasma se extruy6 de cada segmento, asi como de los segmentos de los nervios p5-p9 de un animal que no recibié
una lesién nerviosa. Cuando se examinaron las mismas cantidades de cada axoplasma para determinar la actividad
de la apPKG, hubo un aumento de 10 veces en la actividad de apPKG en el axoplasma del segmento Ap/Lig en
relacion con la actividad basal en el axoplasma de animales sin lesion (Fig. 4B, parte inferior). Por el contrario, la
actividad de apPKG en el segmento Ap fue solo tres veces mayor que la actividad basal, y la del segmento Lig en el
nivel basal.

La acumulacion de la actividad de apPKG en el sitio de Ap/Lig se confirmé mediante estudios inmunocitoquimicos en
los que se utilizo Ab?PXC para examinar la distribucién de la proteina ap-PKG en nervios no lesionados y lesionados.
La tincion de apPKG se distribuy6 uniformemente a lo largo de los axones en nervios sin tratamiento previo (Fig. 4C,
panel 1). Sin embargo, después del aplastamiento de los nervios, hubo una disminucién en la tincion en el sitio de Ap
(Fig. 4C, panel 3) y hubo un aumento significativo en las terminaciones de los axones en el sitio de Ap/Lig (panel 4).
No hubo aumento en la tincion en el sitio de Lig (Fig. 4C, panel 2). La acumulacion tanto de la proteina apPKG como
de la actividad en el sitio de Ap/Lig en relacion con los sitios de Ap y Lig confirma contundentemente que la apPKG es
una sefal de lesion positiva (Ambron et al., 1995).
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La ruta de la éxido nitrico-cGMP-PKG regula la induccion de LTH en las SN in vitro

Cuando las SN de Aplysia se axotomizan por extraccion del ganglio y se disponen individualmente en cultivo,
regeneran sus axones y exhiben una disminucién en el umbral del pico y un aumento en el disparo repetitivo, que son
dos caracteristicas de la LTH (Ambron et al., 1996; Bedi et al., 1998; Sung y Ambron, 2004). Para examinar la aparicion
de esta LTH con mayor detalle, las propiedades eléctricas de las SN in vitro se registraron desde el segundo hasta el
séptimo dia y se compararon con los registros eléctricos de las SN dentro del grupo in situ. Aproximadamente el 10 %
de las células analizadas in vitro no tenia un potencial de reposo suficiente o era reacio al disparo y no se incluy6 en
el estudio. La misma disminucion se detectd en el umbral y el aumento en el disparo repetitivo como se informé
anteriormente, y también se encontré que las SN axotomizadas exhibian una amplitud significativa de picos y un
aumento en la amplitud del pico en relacién con los controles (Fig. 5). Los cambios fueron significativos en el segundo
dia y persistieron hasta al menos el séptimo dia. El hecho de que estos mismos cuatro cambios en las propiedades
eléctricas se produzcan en las SN de los GRD de ratas hiperexcitables después de la axotomia (Abdulla y Smith,
2001), confirma el uso de las SN de Aplysia disociadas como un sistema modelo para estudios de alteraciones
sensoriales que pueden contribuir al dolor neuropatico.

Para investigar si la aparicion de la LTH requiere actividad de apPKG, se eliminaron las SN del ganglio en presencia
del inhibidor de la guanilil ciclasa soluble (sGC), ODQ, el inhibidor de la PKG, Rp-8-pCPT-cGMPS, o el inhibidor de la
PKA, Rp-cAMPS. Este ultimo se utilizé porque la PKA tiene propiedades en comun con la PKG (Scott, 1991; Francis
y Corbin, 1994) y se ha implicado en varias formas de plasticidad sinaptica en las SN de Aplysia (Ghirardi et al., 1992;
Byrne y Kandel, 1996; Bedi et al., 1998; Muller y Carew, 1998; Chain ef al., 1999; Liao et al., 1999; Sutton y Carew,
2000; Antonov et al., 2003). Las células se dejaron regenerar posteriormente en presencia de los inhibidores in vitro,
y al tercer dia, sus propiedades electrofisiolégicas se compararon con las de las SN que se extrajeron de los mismos
ganglios al mismo tiempo, pero que no se habian expuesto a un farmaco. Se encontré que tanto Rp-8-pCPT-cGMPS
como ODQ impidieron el aumento del disparo repetitivo (Fig. 6A) y la disminucion en el umbral del pico (B). Por contra,
el inhibidor de PKA no tuvo ningun efecto significativo en ninguno de los parametros. Ni Rp-8-pCPT-cGMPS ni ODQ
inhibieron la aparicion de excitabilidad cuando se afiadieron a SN cultivadas durante 2 d, lo que confirma los datos
indicados en la Figura 4A que muestra que la activacion de apPKG es transitoria. En estos experimentos no se evaluo
ni la ampliacién ni la amplitud de los picos.

Ninguno de estos tratamientos, que utilizaron concentraciones de los farmacos similares o incluso inferiores a las
indicadas para las neuronas de mamiferos (Monfort et al., 2002) y Aplysia (Lewin y Walters, 1999), afectaron al
potencia de membrana en reposo. Significativamente, tampoco alteraron el grado o el patron de crecimiento de las
neuritas. En cambio, la exposicion de las SN a U0126, un inhibidor selectivo de MEK, produjo graves defectos de
crecimiento.

La inhibicion de la LTH por los inhibidores de sGC y PKG indicé que la sintesis de cGMP y la activacién de PKG se
producen dentro de las neuronas sensoriales. Se sabe que la NO eleva la producciéon cGMP a través de sGC
(Schlossmann et al., 2003), y que la enzima NOS produce la NO (Bredt y Snyder, 1990; Moroz et al., 1996). Para
investigar la probabilidad de que se requiera la activacion de NOS para la LTH, se utilizé RT-PCR para detectar los
niveles celulares de ARNm de apn-NOS en SN individuales inmediatamente después de su eliminacion del ganglio
(0 h) o después de 16 h in vitro. Como se muestra en la Figura 6C (panel superior), cuatro de las cinco células
expresaron cantidades significativas de ARNm de apn-NOS después de 16 h in vitro, mientras que no se detectd
ninguna cantidad en las células de 0 h. En cambio, el ARNm de la sensorina A, neuropéptido especifico de SN (Brunet
et al.,, 1991) y de la isoforma de actina especifica de neuronas (Desflroseillers et al., 1994), fue abundante en cada
célula (Fig. 6C, segundo y tercer paneles, respectivamente).

La L-tiocitrulina es un inhibidor eficaz de apNOS, y se encontré que, como se indicé anteriormente, la exposicion de
las SN a este farmaco in vitro reducia notablemente la actividad maxima en relacion con los controles no tratados (Fig.
6D). Otro inhibidor de NOS, L-NAME también redujo la LTH en las mismas condiciones, pero no fue tan eficaz como
la L-tiocitrulina (Fig. 6D). Estos datos indican que la ruta NO-cGMP-PKG es necesaria para inducir la LTH en las SN.

La apMAPK somatica se fosforila en su sitio de activacién mediante la apPKG

La inducciéon de LTH en las neuronas sensoriales de Aplysia después de una lesion periférica, requiere la transcripcion
génica (Lewin y Walters, 1999) y podria efectuarse directamente por la apPKG si la quinasa se transloca al nucleo
después de entrar en el cuerpo celular. La inmunotincién reveld un nivel constitutivo bajo de apPGK en algunos nucleos
de las SN, pero no hubo aumento después de la axotomia (Fig. 3B). Esto sugirid que la apPKG contribuye a la
induccioén de LTH activando un factor que se importa al nicleo. Un miembro de ERK de la familia MAPK es un buen
candidato para este factor, porque la LTH se puede inducir inyectando ERK1 recombinante en cuerpos celulares de
SN (Sung et al., 2001). Para evaluar si después de una lesion se activa la ERK, se aplastaron los nervios p5-p9 in vivo
y se utilizé para producir transferencias Western de neuronas lesionadas y de control de los ganglios pleurales, que
se exploraron con un anticuerpo (AbPTPYMark) que reconoce las ERK que se habian activado por fosforilacion dual en
el sitio de T-E-Y. El anticuerpo reconocié un solo polipéptido de 43 kDa que tenia poca actividad en las neuronas de
los ganglios pleurales 4 u 8 h después de la lesion (Fig. 7A, panel superior). Sin embargo, a las 16 h, habia mas
quinasa activa en el lado del aplastamiento en relacion con el control contralateral, y el nivel continu6 aumentando
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durante al menos 48 h (Fig. 7A, panel superior).

Las neuronas de Aplysia contienen un homélogo de ERK2, apMAPK (Michael et al., 1998), que entra en el nicleo
después de una lesion in vitro (Martin et al., 1997). La apMAPK tiene el mismo dominio catalitico y el sitio de activacion
de los aminoacidos T-E-Y de las ERK 1 y 2. Para determinar si la apMAPK era la quinasa activada después de una
lesion, se explord la misma transferencia con un anticuerpo, D8, que reconoce especificamente a la apMAPK (Martin
et al., 1997) y se encontré que el anticuerpo reconocia la quinasa activada por lesion de 43 kDa (Fig. 7A, panel inferior).
El anticuerpo detecta la apMAPK tanto activa como inactiva, y hubo poca diferencia en la cantidad de proteina apMAPK
total entre las muestras. El hallazgo de que la actividad de apMAPK comenzé a aumentar justo después de la llegada
de la apPKG activa en el cuerpo celular (comparense las Figs. 4A, 7A) sugirié una relacion entre la apPKG y la
apMAPK. Esta idea se analizé preparando un lisado de neuronas del ganglio pleural y utilizando AbPTPYmark parg
controlar muestras para detectar la apMAPK activa. Se detecté poca fosfo-apMAPK enddégena en el lisado (Fig. 7B,
carril 1), pero la adicién de apPKG activa u 8-Br-cGMP mejoré notablemente el nivel de ap-MAPK activa (carriles 2, 3)
que fue reconocida por el anticuerpo D8. Sorprendentemente, la activacion no fue bloqueada por U0126, un potente
inhibidor de la quinasa MEK aguas arriba (Fig. 7B, carril 4). Curiosamente, la adicion de apPKG activa aa axoplasma
no activo la apMAPK (Fig. 7B, carriles 5, 6) (véase Analisis). Otro estudio con el lisado mostré que la ap-MAPK activada
por apPKG fosforilaba a su sustrato fisiolégico, Elk1, en la Ser3®3 apropiada (Fig. 7C, carril 3).

La activacion de apMAPK en presencia de U0126 sugirié que la apPKG activa a la apMAPK directamente y por lo
tanto la apPKG activa se incubd con ERK2 de mamifero recombinante. ERK2 fue un sustituto de apMAPK. Sin
embargo, ambas quinasas contienen el sitio de aminoacidos T-E-Y diana. Al igual que en lisado, apPKG activd ERK2
para fosforilar Elk1 (Fig. 7C, carril 6). Cuando se repitié el experimento, la ERK2 activada fue reconocida por
AbPTPYMAPK |5 que indica que estaba doblemente fosforilada (Fig. 7D, parte superior, carril 2). La activacion fue
especifica, porque se redujo en presencia de BPDEtido (Fig. 7D, parte superior, carril 3). ERK2 se activa al maximo
cuando los aminoacidos T e Y estan fosforilados, aunque las PKG son serina/treonina quinasas. Por tanto, es
relevante, que la ERK2 bacteriana recombinante tiene un nivel de actividad bajo que es atribuible a la presencia de un
fosfato en la fraccion Y (Cha y Shapiro, 2001). De hecho, el anticuerpo contra ERKpY 185 reconocio el sustrato ERK2
recombinante en una transferencia Western (Fig. 7D, central). No hubo aumento en la fosforilacion de Y cuando ERK2
se incubd con apPKG (Fig. 7D, central, carril 2). Sin embargo, cuando se exploré una transferencia por duplicado con
un anticuerpo contra ERKpT183, hubo un aumento en la fosforilacion de la T en presencia de apPKG (Fig. 7D, parte
inferior, carril 2). Este anticuerpo reacciona especificamente con la treonina monofosforilada y las ERK doblemente
fosforiladas. Este resultado indica que la ap-PKG puede activar completamente a ERK2 mediante la fosforilacion de
ERK2 que ya contiene un fosfato en Y-185.

A continuacién se examing si la incubacion de apPKG y ERK2 recombinante producia una ERK2 activa con actividad
enzimatica comparable a la producida por MEK1, que produce la quinasa activada al maximo. La actividad de ERK2
se midié mediante la fosforilacién de Elk1 en Ser383, y MEK1 se activo mediante la subunidad catalitica de MEKK1 (Xu
et al., 1995). Como se esperaba, apPKG produjo una ERK2 con actividad similar a la producida por MEK1 (Fig. 7E).
Este resultado indica que, ademas de MEK1, PKG es un activador de ERK2.

Debido a que PKG fosforila T183 en ERK2 que ya tiene un fosfato en Y185 (Fig. 7D), una pregunta esencial es si la
apMAPK monosforilada en Y esta disponible para la fosforilacion por apPKG después de la axotomia. Esta pregunta
se respondié aplastando primero p5-p9 in vivo. Después, las muestras se transfirieron y se exploraron con un
anticuerpo contra ERKpY185. De hecho, la apMAPKpY estuvo presente en las neuronas de los ganglios pleurales 8 h
después de la lesion, y su expresion aumento en el lado del aplastamiento en relacion con el control contralateral a
las 16 h (Fig. 7F, panel superior). La apMAPKpY no se detecté en dos animales analizados que no habia recibido
tratamiento previo (Fig. 7F, panel superior). La exploracion de la transferencia con un anticuerpo que detecta la
apMAPK tanto activa como inactiva, mostré que habia poca diferencia en la cantidad de proteina apMAPK total entre
las muestras (Fig. 7F, panel inferior). Por lo tanto, la presencia de apMAPKpY en el pericarion 16 h después de la
lesién, junto con la llegada de apPKG desde el sitio de aplastamiento (Fig. 4A), deberia dar como resultado la
activacion completa de la apMAPK.

El nivel de apMAPK en el nucleo de SN in vitro se reduce cuando se inhibe la actividad de apPKG

La evidencia anterior indica que la apPKG no entra el nucleo de las SN en respuesta al aplastamiento de nervios in
vivo (Fig. 3B). Sin embargo, las PKG de tipo | tienen una NLS (secuencia de localizacion nuclear) supuesta (Gudi et
al., 1997) y la apPKG tiene un tramo corto de aminoacidos cargados positivamente (453KCLKKKHI) en el dominio de
unién a ATP que podria funcionar como una NLS. La importacion de proteinas en el nucleo de las neuronas de Aplysia
se evalud faciimente inyectando directamente afines marcados con fluorescencia en el cuerpo celular (Ambron et al.,
1992; Schmied et al., 1993; Gunstream et al., 1995). Por lo tanto, se inyecté apPKG recombinante marcada con Alexa
en el pericarion de las SN después de 2 d in vitro, se cortaron las neuritas para iniciar una respuesta de lesion, vy,
30 min después, se examinaron las células mediante microscopia de fluorescencia. Toda la proteina marcada
permanecio en el citoplasma (Fig. 8A). Como era de esperar, el BSA marcado con Alexa también permanecio en el
citoplasma después de la inyeccion (Ambron et al., 1992; Schmied et al., 1993; Gunstream et al., 1995). En cambio,
la ERK1 de vertebrado recombinante activa marcada con Alexa inyectada, que se importa al nicleo en una variedad
de tipos de células (Karin, 1994), entr6 rapidamente en el nucleo donde se distribuyd en parches distintos (Fig. 8A).
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Se han observado parches similares después de la importacién de otras proteinas en los nucleos de Aplysia (Ambron
et al., 1992; Schmied et al., 1993; Gunstream et al., 1995).

La incapacidad de la apPKG para entrar en el nucleo de las SN de Aplysia es coherente con la idea de que contribuye
a la induccion de LTH al promover la importacion nuclear de apMAPK. Si es asi, la inhibicion de la ruta apPKG deberia
bloquear la entrada de apMAPK inducida por la axotomia en el nucleo. Por lo tanto, las SN se expusieron in vitro, ya
sea al bloqueador de PKG, Rp-8-pCPTcGMPS, o al bloqueador PKA, Rp-cAMPS, en las condiciones que inducen la
LTH (Fig. 6A). En el tercer dia, las células se fijaron, se permeabilizaron y se expusieron al anticuerpo D8 para
visualizar LA ap-MPAK. La microscopia confocal mostré que las células no tratadas y las expuestas a Rp-cAMPS
tenian los mismos niveles de tincion nuclear (Fig. 8B). En cambio, hubo una reduccion drastica en la tincion nuclear
en las células tratadas con Rp-8-pCPTcGMPS (Fig. 8B). Por lo tanto, tanto la induccién de LTH como la presencia de
ap-MAPK en el nucleo dependen de la actividad de apPKG.

6.3. Analisis

El dolor neuropatico persistente en seres humanos después de una lesidon nerviosa es fisica y psicolégicamente
debilitante. Debido a que un componente importante de este dolor es a menudo la LTH que aparece en las neuronas
aferentes primarias, es importante comprender cémo la axotomia induce la LTH. Una LTH con propiedades similares
aparece en las SN nociceptivas de Aplysia después de la axotomia, y se aprovecharon las ventajas experimentales
de estas neuronas para definir una ruta de sefalizacion responsable de la induccién de LTH. Una gran sorpresa fue
que esta ruta involucra la fosforilacion de apMAPK por PKG. Esta es una alternativa a la cascada de MAP quinasa
tradicional y sugiere que, después de producirse una lesion nerviosa, la PKG y la MAPK tienen papeles exclusivos.

La apPKG es una sefial de lesién positiva en las SN

Se clond una PKG de tipo | de Aplysia cuyo ARNm se encuentra en las SN y en otras neuronas en el ganglio pleural
(Fig. 1D). Cuando los nervios periféricos se aplastaron in vivo, la actividad de apPKG aparecio en los cuerpos celulares
de las neuronas de los ganglios pleurales, pero solo después de un retraso de aproximadamente 16 h (Fig. 4A). Un
retraso similar en la respuesta a la lesién nerviosa se ha atribuido a sefales de lesion positivas (Schmied et al., 1993;
Sung et al., 2001; Lin et al., 2003). Las transferencias Western exploradas con Ab#"Ké mostraron que la apPKG esta
presente en el axoplasma extruido de los nervios periféricos (Fig. 3A). Ademas, como las proteinas se transportan de
forma retrégrada a lo largo de los axones de Aplysia a una velocidad de 1,5 mm/h (Ambron et al., 1992; Schmied et
al., 1993; Gunstream et al., 1995), el retraso es coherente con el transporte de la apPKG desde el sitio del
aplastamiento, que se localizé a 2 cm del ganglio. Cuando se coloc6 una ligadura proximal al sitio del aplastamiento,
se descubrio que la apPKG activada y la proteina apPKG total se acumulaban en el lado distal de la ligadura, en
relacion con el sitio del aplastamiento (Fig. 4B, C). Estos hallazgos determinan que la apPKG es una sefal de lesion
positiva.

El mecanismo responsable del transporte inducido por lesiéon no se conoce. Aunque la apPKG contiene varios sitios
posibles de miristoilacién que podrian unirse a las vesiculas después de la lesion, se encontré que la apPKG era
soluble después del fraccionamiento subcelular. Hanz et al. (2003) han demostrado que las proteinas que contienen
una NLS se transportan de forma retrégrada a través de dineina e importinas en el nervio ciatico de rata, y que la
apPKG se puede transportar utilizando un mecanismo similar.

La aparicién de la LTH en las SN de Aplysia axotomizadas in vitro depende de NOS, sGC, apPKG y apMAPK

La LTH que aparece en las SN (Fig. 5) y en las SN nociceptivas de mamiferos después de una lesion nerviosa (Abdulla
y Smith, 2001) tiene propiedades electrofisiologicas similares. Si esta congruencia refleja mecanismos conservados,
entonces la LTH podria ser inducida por rutas comunes en ambos tipos de células. Las SN se examinaron in vitro y
se encontré que la reduccion inducida por axotomia en el umbral del pico y el aumento en la hiperexcitabilidad fueron
bloqueados por Rp-8-pCPT-cGMPS, ODQ y L-tiocitrulina, inhibidores de apPKG, sOC y NOS, respectivamente (Fig.
6A,B,D). Ademas, Rp-8-pCPT-cGMPS también caus6 una reduccion de casi el triple en el nivel de apMAPK en el
nucleo de las NS (Fig. 8B). Estos hallazgos apuntaron a una relacién directa entre la activacion de NOS y apPKG, la
entrada de apMAPK en el nucleo y la induccién de LTH. El hallazgo de que la expresion de ARNm de NOS en las SN
aumento después de la lesion (Fig. 6C), implica que el nivel de la proteina NOS podria ser la etapa limitante de
velocidad en la ruta. La expresion de ARNm de NOS neuronal (nNOS) y de proteina también aumenta en las neuronas
de los GRD (ganglios de la raiz dorsal) después de cortar sus axones periféricos (Verge et al., 1992; Fiallos-Estrada
et al., 1993; Zhang et al., 1993).

El cAMP y la PKA también se han implicado en la induccién y el mantenimiento de LTH (Scholz y Byrne, 1988;
Goldsmith y Abrams, 1992; Bedi et al., 1998), y en este caso esto fue una preocupacion porque la PKA y la PKG tienen
propiedades en comun. Sin embargo, se encontré que la exposicion de las SN a Rp-cAMPS, un inhibidor de PKA
permeable a la membrana, no impidié la induccién de LTH ni bloqued la entrada de apMAPK en el nucleo. Esto
confirma hallazgos anteriores de que los inhibidores de la PKA no pudieron bloquear la LTH inducida por estimulacion
nociva (Lewin y Walters, 1999).
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La activacion de apPKG y de ap-MAPK a través de una lesion fue interesante, porque sugeria un posible vinculo entre
estas dos quinasas (Zaragoza et al., 2002). De hecho, cuando se afiadié apPKG activa a un lisado neuronal, no solo
activé a la ap-MAPK (Fig. 7B), sino que lo hizo a través de una ruta que no requeria MEK, el activador aguas arriba
ubicuo de las ERK. Esta respuesta fue fisioldgicamente relevante, porque la apMAPK activada fosforilé su sustrato
nuclear Elk1 en la Ser383 (Fig. 7C), que es esencial para la actividad transcripcional (Marais et al., 1993; Whitmarsh
et al., 1995). Cuando la apPKG activa se incub6 con ERK2 recombinante de vertebrado, que tiene el mismo sitio de
activacion T-E-Y que la apMAPK, se establecié una interaccion directa entre las quinasas. Se encontré que la ERK2
estaba activada (Fig. 7C) y doblemente fosforilada (D, parte superior). El tltimo hallazgo indicd que la ERK2 estaba
completamente activa, y se confirmd con otro estudio en el que las mismas cantidades de ap-PKG o de MEK1 activaron
a la ERK2 a niveles comparables (Fig. 7E).

Los indicios de que la apPKG produje una ERK2 activada al maximo, crean una paradoja, porque las PKG son serina-
treonina quinasas que no pueden fosforilar la tirosina. Sin embargo, dado que la ERK2 recombinante ya contiene
fosfotirosina-185 (Fig. 7D, en el centro), la fosforilacion de la treonina-183 por la apPKG (Fig. 7D, parte inferior) debe
producir una ERK2 completamente activada. La fosforilacion de apMAPKpY por apPKG es llamativa, porque la
ERK2pY185 se habia detectado en células de vertebrados (Yao et al., 2000; Cha y Shapiro, 2001; Zhou y Zhang,
2002), y la confirmacion indica que la expresion de apMAPKpY aumenta en las neuronas de Aplysia después de una
lesién nerviosa (Fig. 7F). La apMAPKpY podria producirse por una fosfatasa que elimina el fosfato de la apMAPK
doblemente fosforilada, o por una tirosina quinasa activada por lesién que fosforila la tirosina en el sitio de aminoacidos
T-E-Y. La posibilidad de que la induccion de LTH requiera la convergencia de apPKG y de una tirosina quinasa en
apMAPK conferiria mas control sobre esta ruta. Esto es razonable dado que la LTH altera radicalmente la funcion de
las neuronas lesionadas y conduce a cambios significativos en el comportamiento del animal.

La apMAPK también esta presente en el axoplasma, pero no se activa por una lesién nerviosa (Sung et al., 2001; Lin
et al., 2003), lo cual es paraddjico, dado que la lesion activa a la apPKG axoplasmatica. Una explicacion seria que las
dos quinasas estan ubicadas en diferentes axones. Sin embargo, cuando se afiadié apPKG activa al axoplasma
extruido de los nervios periférico, la apMAPK no se activé en las mismas condiciones que causaron su activacion en
el pericarion (Fig. 7B). Evidentemente, hay un mecanismo en el axén que protege a la apMAPK de la apPKG. Sin
embargo, estas observaciones significan que, después de su activacion en el axén por una lesion, la apPKG debe
transportarse de nuevo al pericarion para influir en los acontecimientos nucleares a través de apMAPK.

Con respecto a la ruta molecular descrita en el presente documento, queda la posibilidad de que la lesion del nervio
pueda causar la translocacion de apMAPK o la activacion de PKG somatica por otras rutas también. Una ruta de
sefalizacion NO-cGMP-PKG-MAPK también podria ser importante para la LTH inducida por la inflamaciéon que se
desarrolla alrededor de un sitio de lesién nerviosa, tanto en mamiferos (Millan, 1999; Zimmermann, 2001) como en
Aplysia (Clatworthy et al., 1995; Clatworthy y Grose, 1999; Farr et al., 1999, 2001). ; Como podria la apMAPK nuclear
regular la LTH?, la apMAPK puede fosforilar a CREB2 (proteina 2 de union a elementos de respuesta a cAMP), un
represor del sitio de elementos de respuesta a cAMP (CRE, cAMP response element) Bartsch et al., 1995; Michael et
al., 1998), C/EBP (CCAAT/proteina de union al potenciador), un factor de transcripciéon que se une al sitio de elementos
de respuesta a estrogenos (ERE, estrogen response element) (Alberini et al., 1994) y Elk1, un factor de transcripcion
que regula el sitio de elementos de respuesta al suero (SER, serum response element) (Lin et al., 2003). La unién a
los tres sitios aumenta después de una lesién nerviosa, pero con evoluciones temporales diferentes.. Por lo tanto, la
union de C/EBP y CREB a ERE y CRE, respectivamente, es rapida, pero con una vida relativamente corta (Dash et
al., 1998; Sung et al., 2001), mientras que la unién de Elk1 a SER es bifasica, con una fase temprana que dura algunas
pocas horas y una segunda fase que persiste durante semanas (Lin et al., 2003). CREB se fosforila en las neuronas
de GRD en respuesta a una actividad intensa (Ji y Woolf, 2001), y el sitio CRE es necesario para la respuesta de la
LTH frente a estimulos nocivos en las SN de Aplysia (Lewin y Walters, 1999). Estas consideraciones apuntan a CREB2
y C/EBP como dianas de apMAPK durante la induccion inicial de la LTH en las SN. La persistencia de la LTH durante
semanas puede estar mediada por la fosforilacion de Elk1 mediante apMAPK. Esta ruta es selectiva, porque la
inhibicion de NOS, sGC o PKG, impidié la aparicion de LTH en las SN disociados, pero no bloqueé el crecimiento. Si
el vinculo entre esta ruta y la LTH representa una relacion fundamental y ampliamente conservada, entonces las
intervenciones terapéuticas que se dirigen a esta ruta pueden utilizarse para mitigar el dolor persistente después de
una lesidn nerviosa sin bloquear la regeneracion del axon.

7. Ejemplo: Bloqueo de la actividad de PKG en la rata

La FIG. 9 muestra que la activacion de PKG puede bloquearse en el sitio de la lesién utilizando un inhibidor de PKG,
Rp-8-pCPT-cGMPS (“RP-G”). El experimento se llevd a cabo de la siguiente manera. Utilizando un protocolo estandar,
se anestesid a una rata, y el nervio ciatico se expuso y se lesioné en ausencia o en presencia de RP-G, o de un
inhibidor de PKA, Rp-8-pCPT-cAMPS (“RP-A”). Cuatro horas mas tarde, el nervio se seccion6 como se muestra en el
esquema del grafico anterior en la FIG. 9, y cada segmento se analizé para determinar la actividad de PKG. En
ausencia de inhibidor (barras negras), la PKG activa se habia transportado hacia los cuerpos celulares y se enriquecio
en P3. RP-A (barras grises) no cambio este patron. En cambio, RP-G (barras blancas) anulé la actividad.

Esta solicitud proporciona, entre otras cosas, las siguientes clausulas:
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1. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,
que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que disminuye la actividad de la proteina quinasa G.

2. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,
que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un inhibidor peptidico de la actividad de la proteina quinasa G.

3. El método de la clausula 2, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica RKK.

4. El método de la clausula 2, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica RKKK.

5. El método de la clausula 2, 3 o 4, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido portador.

6. El método de la clausula 5, en el que el péptido portador se selecciona del grupo que consiste en
YGRKKRRQRRRPP, RKKRRQRRR y RQIKINFQNRRMKWKK.

7. El método de la clausula 2, 3 o 4, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido transportador.

8. El método de la clausula 7, en el que el péptido transportador comprende la secuencia PKKKRK.

9. El método de la clausula 5, en el que el péptido inhibidor comprende un péptido transportador.

10. El método de la clausula 9, en el que el péptido transportador comprende la secuencia PKKKRK.

11. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,

que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que tiene la férmula I

R2 R1
R; X Y—A
R4 Rs (CHy)n g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

i i i e . .n?wH
DR o T 1 T S S N A
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0
H H
-§—N—'c':—§- -§-O—IC|>—§' -E-N'C\N-E- 'E—N—ﬁ‘g' -g-H—é—H-g- -CH,0-, -CH,NH-
H H 0 I

2
en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

Cuando Y es: .g_H_C_g. 4-0-C+- .g_H_g_g_

7\
Aes: — = —
=)o = 1) 1K) %8
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y
0]
I O
Cuando Y es: _E_N/C\N_E_ _E_H_g_n_g_
H H i

OH

o o D =S
ey S
\
WA

en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;

en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;

en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:

R7 R6 o R7 R6 0 R7 R6 o
H

Rg 3 Rs‘Q_LNg RBAQ*NJ%

R Ry Ro Ry 9 Ry

R7 RG 0 R7 GO R7 R6 0

H H I H i H
Re N—N—§- Re S-N—$- Rq N-$—N—§-
O 0]
Ro Ryg Ro Ry Ro Ry

siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol.

12. El método de la clausula 11, en el que el agente es balanol.
13. El método de la clausula 11, en el que el agente es una variante de balanol.

14. El método de la clausula 13, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que consiste en balanol-7R,
14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido transportador, una variante de balanol unida a
un péptido transportador, balanol unido a un péptido portador, una variante de balanol unida a un péptido portador,
balanol unido a un péptido transportador y un péptido portador y una variante de balanol unida a un péptido
transportador y un péptido portador.

15. El método de la clausula 1, en el que el agente es Rp-8-pCPT-cGMPS.
16. El método de clausula 1, en el que el agente es Rp-8-pCPT-cGMPS unido a un péptido transportador.

17. El método de clausula 1, en el que el agente es una molécula de acido nucleico antisentido o ARNi que inhibe la
expresion de la proteina quinasa G.

18. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,
que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que inhibe la 6xido nitrico sintasa neuronal seleccionado del grupo que consiste en clorhidrato de éster
metilico de NC-nitro-L-arginina, L-tiocitrulina y un acido nucleico antisentido o ARNi que inhibe la expresién de nNOS.

19. Un método de tratamiento de dolor cronico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,

que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que disminuye la 6xido nitrico celular.
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20. El método de la cladsula 19, en el que el agente es quercetina.

21. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,
que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que inhibe la guanilil ciclasa seleccionado del grupo que consiste en 1-H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-
1-ona y una molécula de acido nucleido antisentido o ARNi que inhibe la expresion de la guanilil ciclasa.

22. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,
que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que disminuye el guanosin monofosfato ciclico celular.

23. El método de la clausula 22, en el que el agente es una fosfodiesterasa.

24. El método de la clausula 23, en el que la fosfodiesterasa es PDES5.

25. El método de la clausula 22, que es un agente que aumenta la actividad fosfodiesterasa.

26. El método de la clausula 25, en el que el agente es Ant-cGMP-2’-O-antraniloil cGMP.

27. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico,
que comprende administrar, a una neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal del sujeto, una cantidad eficaz de
un agente que inhibe la translocacion de la proteina quinasa erk activada por mitégeno en el nicleo.

28. El método de la clausula 27, en el que el agente es un bloqueador del canal de calcio.

29. El método de la clausula 28, en el que el agente es felodopina.

30. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duracién en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que disminuye la actividad de la proteina quinasa
G.

31. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duracién en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un inhibidor peptidico de la actividad de la proteina quinasa
G.

32. El método de la clausula 31, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica RKK.

33. El método de la clausula 32, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica RKKK.

34. El método de la clausula 31, 32 o 33, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido portador.

35. El método de la clausula 34, en el que el péptido portador se selecciona del grupo que consiste en
YGRKKRRQRRRPP, RKKRRQRRR y RQIKINFQNRRMKWKK.

36. El método de la clausula 31, 32 0 33, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido transportador.
37. El método de la clausula 36, en el que el péptido transportador comprende la secuencia PKKKRK.
38. El método de la clausula 34, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido transportador.
39. el método de la clausula 38, en el que el péptido transportador comprende la secuencia PKKKRK.

40. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duraciéon en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que tiene la formula I:

R2 R1
R; X Y—A
Re Rs (CH2:)[1 g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
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en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

? i 2 e . .n?wH

,%'C\O_g_ ,%'C\N_g_ _E_N/C\N_g_ _E_CISID_NHT _E_N_CISID_N_g_ ‘
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0

H I H

Hhot ftobr frSyp 4R RS ono. o
0) .

5 en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

H Il H (u)
Cuando Y es: .g_N_C_g. -g-o_c_g. -§-N—§-§-
(0]
Aes — N— N=—
o (O 1) ()
10 y
0]
c H D H
Cuando Y es: 'g-N/ \N_g_ _E_N_S_N_g_
H H (”)

OH

Aes:

O (O 0 =
W N .
¢y S |

en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;

y
en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:

15

R R R Re R R
(0 . o) B 6H 0

Rg g Rg N—g— RS NJJ_g_
Ro Ry Re Ry Ro Ry
R R R 6 R Re
’ 6|-| % H ’ 9 p H (n) H

Re N—N—§- Re S-N—$- Rq N-$—N—§-

0] 0]

Ro Ryg Ro Ry Ro Ry

siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
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carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol.

41. El método de la clausula 40, en el que el agente es balanol.

42. El método de la clausula 40, en el que el agente es una variante de balanol.

43. El método de la clausula 42, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que consiste en balanol-7R,
14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido transportador, una variante de balanol unida a
un péptido transportador, balanol unido a un péptido portador, una variante de balanol unida a un péptido portador,
balanol unido a un péptido transportador y un péptido portador y una variante de balanol unida a un péptido
transportador y un péptido portador.

44. El método de la clausula 30, en el que el agente es Rp-8-pCPT-cGMPS.

45. El método de clausula 30, en el que el agente es Rp-8-pCPT-cGMPS unido a un péptido transportador.

46. El método de clausula 30, en el que el agente es una molécula de acido nucleico antisentido o ARNi que inhibe la
expresion de la proteina quinasa G.

47. Un método de inhibiciéon de la hiperexcitabilidad de larga duracion en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que inhibe la 6xido nitrico sintasa neuronal
seleccionado del grupo que consiste en clorhidrato de éster metilico de NC-nitro-L-arginina, L-tiocitrulina y un acido
nucleico antisentido o ARNi que inhibe la expresiéon de nNOS.

48. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duracion en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que disminuye la 6xido nitrico celular.

49. El método de la clausula 8, en el que el agente es quercetina.

50. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duracién en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que inhibe la guanilil ciclasa seleccionado del
grupo que consiste en L-H[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona y una molécula de acido nucleido antisentido o
ARNi que inhibe la expresion de la guanilil ciclasa.

51. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duracién en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que disminuye el guanosin monofosfato ciclico
celular.

52. El método de la clausula 51, en el que el agente es una fosfodiesterasa.

53. El método de la clausula 52, en el que la fosfodiesterasa es PDES.

54. El método de la clausula 51, que es un agente que aumenta la actividad fosfodiesterasa.

55. El método de la clausula 54, en el que el agente es Guanosina 3’,5-monofosfato ciclico, 2’-O-antraniloil cGMP.
56. Un método de inhibicion de la hiperexcitabilidad de larga duracién en una neurona sensorial, que comprende
administrar, a la neurona sensorial, una cantidad eficaz de un agente que inhible la translocacién de la proteina
quinasa-erk activada por mitdgeno en el nucleo.

57. El método de la clausula 56, en el que el agente es un bloqueador del canal de calcio.

58. El método de la clausula 57, en el que el agente es felodopina.

59. Un método de tratamiento de dolor en un sujeto, en el que se determina que el dolor esta asociado a un ganglio
de la raiz dorsal a un nivel particular de la médula espinal, que comprende la aplicacién tépica, en la piel que se
encuentra dentro del dermatoma correspondiente al nivel de la médula espinal asociado al dolor, de un inhibidor del

dolor que comprende un péptido transportador.

60. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
ademas un agente antiinflamatorio.

61. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
ademas un opioide.

62. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
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ademas un inhibidor de proteina quinasa G.

63. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
ademas un inhibidor de éxido nitrico sintasa.

64. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
ademas un inhibidor de guanilato ciclasa.

65. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
ademas un inhibidor de MAPKerk quinasa.

66. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor que comprende un péptido transportador, comprende
ademas un blogueador del canal de calcio.

67. El método de la clausula 59, en el que el inhibidor del dolor comprende una pluralidad de péptidos transportadores.

68. El método de una cualquiera de las clausulas 60-67, en el que el inhibidor del dolor esta incluido en un parche
transdérmico.

69. El método de una cualquiera de las clausulas 60-67, en el que el inhibidor del dolor esta incluido en un dispositivo
transdérmico.

70. Un dispositivo transdérmico que contiene un inhibidor de proteina quinasa G.

71. El dispositivo transdérmico de la clausula 70, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica
RKK.

72. El dispositivo transdérmico de la clausula 70, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica
RKKK.

73. El dispositivo transdérmico de la clausula 70, 71 o 72, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido
portador.

74. El dispositivo transdérmico de la clausula 73, en el que el péptido portador se selecciona del grupo que consiste
en YGRKKRRQRRRPP, RKKRRQRRR y RQIKIWFQNRRMKWKK.

75. El dispositivo transdérmico de la clausula 70, 71 o 72, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido
transportador.

76. El dispositivo transdérmico de la clausula 75, en el que el péptido transportador comprende la secuencia PKKKRK.
77. El dispositivo transdérmico de la clausula 73, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido transportador.
78. El dispositivo transdérmico de la clausula 77, en el que el péptido transportador comprende la secuencia PKKKRK.

79. Un dispositivo transdérmico que contiene una cantidad eficaz de un agente que tiene la férmula I:

R2 R1

R; X Y—A
Re Rs (CH2:)[1 g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

c ('C') (g - —('s')—NHi - -H—(ls?—“- -
% \O_g_ 5,7 \H_g_ .g_H’ \H—g- g(”) 3 g 6 g

en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
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H % i ('c'): i 2 HYH
$N-C§ $0CE N TNE EN-SE $-N=S—N-+$-  -CH,0-, -CH,NH-
H H o 8

2
en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

H Il H (u)
Cuando Y es: .g_N_C_g. -g-o_c_g. -§-N—§-§-
(0]
5
Aes — N— N=—
o (O 1) ()
y
? 0
Cuando Y es: 'g‘N/C\N-E' _E_H_g_n_g_
H H (”)
7\ OH
Aes: } _ T N K
OO I OEE e
v N m
5 N
(7 |
en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
10

en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno; y
en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, 0 un grupo seleccionado de los siguientes:

R7 R6 o R7 R6 0 R7 R6 o
H

Rg 3 RSAQ_LNg RSAQ*NJ%

Ro Ry Ro Ry % Ry

R7 R6 0 R7 RGO R7 R6 0

H H I H o H
Re N—N—§- Re S-N—$- Rg N-$-N—§-
O @]
Ro Ry Ro Ry Ro Ry

siendo R6-R10 independientemente hidrogeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,

15 carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol.
80. El dispositivo transdérmico de la clausula 79, en el que el agente es balanol.

20

81. El dispositivo transdérmico de la clausula 79, en el que el agente es una variante de balanol.
82. El dispositivo transdérmico de la clausula 81, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que consiste

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 696 598 T3

en balanol-7R, 14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido transportador, una variante de
balanol unida a un péptido transportador, balanol unido a un péptido portador, una variante de balanol unida a un
péptido portador, balanol unido a un péptido transportador y un péptido portador y una variante de balanol unida a un
péptido transportador y un péptido portador.

83. El dispositivo transdérmico de la clausula 79, 80, 81 u 82, en el que el compuesto de férmula | esta unido a un
péptido transportador.

84. Un método de determinacién de si un agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién,
que comprende las siguientes etapas:

(i) proporcionar una neurona sensorial de ensayo que comprende un segmento axonal;
(ii) crear una lesion en el segmento axonal;
(iii) administrar el agente de ensayo a la neurona sensorial de ensayo ya sea antes, junto con, o después de la
creacion de la lesion de acuerdo con la etapa (ii); y
(iv) determinar si el agente de ensayo inhibe un aumento en el nivel de actividad de la 6xido nitrico sintetasa en la
neurona sensorial de ensayo lesionada,
en el que una inhibicién de un aumento en el nivel de actividad de la éxido nitrico sintetasa en la neurona sensorial
de ensayo lesionada, indica que el agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracion.

85. Un método de determinacién de si un agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién,
que comprende las sigientes etapas:

(i) proporcionar una neurona sensorial de ensayo que comprende un segmento axonal;
(ii) crear una lesion en el segmento axonal;
(iii) administrar el agente de ensayo a la neurona sensorial de ensayo ya sea antes, junto con, o después de la
creacion de la lesion de acuerdo con la etapa (ii); y
(iv) determinar si el agente de ensayo inhibe un aumento en el nivel de actividad de la guanil ciclasa en la neurona
sensorial de ensayo lesionada,
en el que una inhibicién de un aumento en la actividad de la guanilil ciclasa en la neurona sensorial de ensayo
lesionada, indica que el agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracion.

86. Un método de determinacién de si un agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién,
que comprende las sigientes etapas:

(i) proporcionar una neurona sensorial de ensayo que comprende un segmento axonal;
(i) crear una lesion en el segmento axonal;
(iii) administrar el agente de ensayo a la neurona sensorial de ensayo ya sea antes, junto con, o después de la
creacion de la lesion de acuerdo con la etapa (ii); y
(iv) determinar si el agente de ensayo inhibe un aumento en el nivel de actividad de la proteina quinasa G en la
neurona sensorial de ensayo lesionada,
en el que una inhibiciéon de un aumento en la actividad de la proteina quinasa G en la neurona sensorial de ensayo
lesionada, indica que el agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracion.
87. Un método de determinacién de si un agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién,
que comprende las sigientes etapas:

(i) proporcionar una neurona sensorial de ensayo que comprende un segmento axonal;
(ii) crear una lesion en el segmento axonal;
(iii) administrar el agente de ensayo a la neurona sensorial de ensayo ya sea antes, junto con, o después de la
creacion de la lesion de acuerdo con la etapa (ii); y
(iv) determinar si el agente de ensayo inhibe el transporte de la proteina quinasa G en la neurona sensorial de
ensayo lesionada,
en el que la inhibicién del transporte de proteina quinasa G en la neurona sensorial lesionada, indica que el agente
de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracion.

88. Un método de determinacién de si un agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién,
que comprende las sigientes etapas:

(i) proporcionar una neurona sensorial de ensayo que comprende un segmento axonal;
(ii) crear una lesion en el segmento axonal;
(iii) administrar el agente de ensayo a la neurona sensorial de ensayo ya sea antes, junto con, o después de la
creacion de la lesion de acuerdo con la etapa (ii); y
(iv) determinar si el agente de ensayo inhibe un aumento en la fosforilacion de MPAKerk en la neurona sensorial
de ensayo lesionada,
en el que la inhibicion de la fosforilacion de MAPKerk en la neurona sensorial lesionada, indica que el agente de
ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién.
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89. Un método de determinacion de si un agente de ensayo es un inhibidor de la hiperexcitabilidad de larga duracion,
que comprende las siguientes etapas:

(i) proporcionar una neurona sensorial de ensayo que comprende un segmento axonal;
(ii) crear una lesion en el segmento axonal;
(iii) administrar el agente de ensayo a la neurona sensorial de ensayo ya sea antes, junto con, o después de la
creacion de la lesidon de acuerdo con la etapa (ii); y
(iv) determinar si el agente de ensayo inhibe la translocacion de MAPKerk en el nucleo de la neurona sensorial
lesionada,
en el que la inhibicién de la translocacién de MAPKerk en el nlcleo de la neurona sensorial lesionada indica que el
agente de ensayo es un inhibidor de hiperexcitabilidad de larga duracién.

90. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una molécula de acido nucleico que es al menos 90 por
ciento homdloga a una molécula de acido nucleico que tiene la SEQ ID NO: 9.

91. La molécula de acido nucleico aislada de la clausula 90, en la que la molécula de acido nucleico que es al menos
90 por ciento homologa a una molécula de acido nucleico que tiene la SEQ ID NO: 9, esta unida operativamente a un
elemento promotor.

92. La molécula de acido nucleico aislada de la clausula 90, que esta incluida en un vector.

93. La molécula de acido nucleico aislada de la clausula 91, que esta incluida en un vector.

94. Una proteina aislada que es al menos 90 por ciento homdéloga a una proteina que tiene la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, y que tiene actividad proteina quinasa.

95. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto, que comprende administrar, en el sistema nervioso central
del sujeto, una cantidad eficaz de un inhibidor peptidico de la actividad proteina quinasa G.

96. El método de la clatusula 95, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica RKK.
97. El método de la clausula 95, en el que el inhibidor peptidico comprende la secuencia peptidica RKKK.
98. El método de la clausula 95, 96 o 97, en el que el inhibidor peptidico comprende un péptido portador.

99. El método de la clausula 89, en el que el péptido portador se selecciona del grupo que consiste en
YGRKKRRQRRRPP, RKKRRQRRR y RQIKIWFQNRRMKWKK.

100. Un método de tratamiento de dolor crénico en un sujeto, que comprende administrar, en el sistema nervioso
central del sujeto, una cantidad eficaz de un agente que tiene la férmula I

R2 R1
R; X Y—A
Re Rs (CH2:)[1 g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

? i 2 e . .n?wH
,%'C\O_g_ ,%'C\N_g_ _E_N/C\N_g_ _E_CISID_NHT _E_N_(ISS_N_g_;
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0
H H
-g—N—lcl;—g- -g-O—lCl)—g- -E—H'C\H—g- ‘E‘N_#‘g' —g—“—#—“-g- -CH,0-, -CH,;NH-

O 0 .
2

en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,
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Cuando Y es: _g_H_

7 N
Aes: — = —
HOon +COr ) 1K) %8

y
5
(”) H Q H
Cuando Y es: _E_N/C\ N_E_ _g_N_g_N_g_
H H (”)
7\ OH
Aes — N \
i oH R
o o N0 =G
N
Aty S
VR
N7 ¥ :
en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;
en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:
10
R R6 R7 RG R R6
7 0 o) g e
Rs § Re N—$  Rg N—LL$-
R
% Ry 9 Rqo % Ry
R Re R Re R 6
K o) ! o) A o)
H H I H i H
Re N—L-N—§- R S-N—¢- Ry N-S—N—§-
R © R ©
Ro Ry 9 Ry 9 Ry
siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol.
15

101. El método de la clausula 100, en el que el agente es balanol.
102. El método de la clausula 100, en el que el agente es una variante de balanol.

20 103. El método de la clausula 102, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que consiste en balanol-

7R, 14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido portador y una variante de balanol unida a
un péptido portador.

104. El método de la clausula 95, en el que el agente es Rp-8-pCPT-cGMPS unido a un péptido portador.

25
105. El método de clausula 95, en el que el agente es una molécula de acido nucleico antisentido o ARNi que inhibe
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la expresion de la proteina quinasa G.
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Ile

LyS

225

Lew

Arg

Met

Leu

Glin

50

Lys

Thr

Glu

Gly

Ley

130

Ala

Arg

Tyr

Asp

Lys

210

Arg

Asp

Arg

Asp

Arg

35

Lys

Glu

Leu

Asnh

va'l

115

Thr

Ile

Glu

Ile

Gly

Ser

Thr

Alrg

Glu

val

20

Arg

ASp

Glu

Lys

Gln

100

ser

His

Leuy

Ile

Ile

180

Leu

Gly

Ala

Arg

Glu
260

His

Arg

Glu

val

Ala

85

Ala

Gly

His

ser

Ile

165

Lys

Leu

Gly

ser

val

245

Asn

Lys

ASp

Leu

His

70

Gln

Glu

Glu

Glu

Asn

150

Asp

Gly

Glu

Leu

val

230

Phe

Met

val

Lys

Leu

55

Lys

Glu

Pro

ser

Cys

Gly

val

Phe

215

Lys

Gln

Ala

ES 2 696 598 T3

Lys

Ile

40

Lys

Leu

Ser

Thr

Fro

120

Asp

Phe

Met

Glu

His

200

Gly

Ala

Ala

Phe

Ala

25

Ile

Glu

Lys

Lys

Ala

105

sar

Phe

Tle

Tyr

A

18

Lys

Glu

val

Ile

Leu
265

Leu

Glu

Lys

Ser

Pro

90

Pro

sSer

Lys

Lys

Glu

170

Gly

Glu

Leu

Thr

Met

250

Lys

44

val

GlIn

Glu

val

75

Asp

Arg

Lys

Sar

val

155

Lys

Glu

Asp

Ala

His

Met

ser

Pro
Tyr
Ala
60

Lel
Leu
Gly
Thr
Lys
140
Leuy
Arg
His
Lys
Ile
220
Thr

Lys

val

Glu

Asp

45

Glu

Gin

Leu

Pro

Leu

125

Gln

Ala

val

Ley

Thr

Thr

Pro

Leu
30

ser
TIle
Leu
ser
Ala
110
Gly
Leu
Ala
Pro
Tyr
190
Leu
Tyr
Leu

Gly

Leuy
270

Arg

Gln

Ala

Lys

Thy

95

Lys

Tyr

Ile

Thr

Lys

175

val

Gly

Asn

Trp

Leu

255

Leu

His

val

Arg

val

80

Ile

Lys

val

Lys

Gln

160

Ala

Cys

Glu

Cys

val

240

Gln

Lys



Asn

Asp

305

Ile

ASD

Asn

Glu

Asp

385

Ser

Asn

Gly

Thr

GIn

465

Ser

val

Leu

Leuy

Phe

290

Thr

Ala

Tyr

val

ser

370

Tyr

Thr

Cys

Phe

Phe

450

Glh

Pro

TYr

Arg

Pro
275
Phe
Phe
Gly
Phe
Ile
355
Phe
Gly
val
ser
Gly
Ala
Glu

Phe

Met

Ser

His

Phe

His

Gly

340

Ala

Thr

Asp

Ser

Leu

420

Arg

Lau

His

Ile

Lei

500

Arg

AsD

Glu

Ile

Ala

325

Glu

Leu

Gln

Glu

Pro

405

Asp

val

Lys

Thr
485

Met

Gly

Lys

Asn

Leu

310

Glu

Lys

Pro

Phe

Ala

390

val

Asp

Glu

Cys

Lys

Glu

Asn

Leu

Glu

295

Asn

Pro

Ala

Pro

val

375

Arg

ser

Lau

Led

Leu

455

ser

Leu

val

Phe
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Ala
280
Tyr
Lys

Lys

Leu

Gly

Gly

Glu

GlIn

val

440

LYS

Glu

His

cys

Asp

Lys

Ile

Gly

Glu

Leu

345

vai

ASD

Ala

Arg

Leu

425

Gln

Lys

Lys

Lys

Leu

505

Asp

Met

Tie

Glu

val

330

Ser

Glu

Leu

Glu

Pro

410

val

Leu

Lys

Lys

Thr

490

Gly

Leu

45

Ser

Arg

val

315

Arg

Glu

Cys

Asn

Arg

val

Thr

Sar

His

Ile

475

Phe

Gly

Thr

Asp

Glu

300

Lys

Arg

Asp

Leu

Glu

380

Arg

Ala

Thr

Lys

Tle

460

Met

Arg

Glu

Ala

val

285

Gly

val

Leu

Arg

Thr

365

Leu

Ser

Lys

L.eu

Glu

445

val

Met

Asp

Leu

Abg
525

Leu

Ala

Thr

Lys

Arg

350

val

Arg

Gly

Glu

LyS

Glu

Glu

Arg

510

Phe

Gluy

Ala

Gin

Arg

Thr

Asp

Asnh

Ser

Phe

415

Met

Gly’

Thr

Ala

Cys

Tyr

Gly

Ala

Arg

Lys

Asp

400

Glu

Gly

Lys

Arg

AS

48

Tyr

Ile

val



10

Ala

545

val

Lys

Ile

Ile

AS

62

Glu

Leu

ITe

Gly

Ash

705

Ile

<210

Cys

530

Arg

Lys

The

Leu

Leu

610

Pro

Phe

Cys

ser

Leu

690

Pro

Ala

val

Asp

Lau

T

Asn

595

Met

Met

Pro

Arg

Asp

Met

Thr

Ala

11

<211> 733
<212> PRT
<213> Aplysia californica

<220>
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(733)

<223> secuencia deducida de aminoacidos de PKD de Aplysia californica

Leu

Leu

val

Thr

580

Lys

Tyr

Arg

Lys

ASp

660

Iie

Asp

ASp

Asp

Glu

Lys

Gly
Glu
Thr
Lys
645
Asn
Arg
Leu

Thr

Glu
725

Ala

Pro

550

Phe

Cys

His

Leu

Tyr

630

Ile

Pro

Lys

Thr

Ser

710

Leu

Phe

535

Glu

Gly

Gly

ASp

Leu

615

AsSn

Ser

Met

Asn

Leu

695

Asn

Ser
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Ser

Asn

Phe

Thr

His

600

Asn

Ile

Arg

Glu

Lys

680

Thr

Phe

Gly

Tyr

Leu

Ala

Pro

585

ser

Gly

Ile

Ser

Arg

665

Trp

Pro

Asp

Trp

Leu

Leu

Lys

570

Glu

Ala

Thr

Leu

Ala

650

Leu

Phe

Pro

Ser

AsSp
730

46

His
Leu
555
Lys
Tyr
Asp
Pro
638
His
Gly
Gin
Ile
Tyr

715

Ile

Ala

540

AsSp

Ile

val

Tyr

Pro

620

Gly

val

Tyr

Glvy

val

700

Pro

Asp

Lys

Ala

Gly

Ala

Trp

605

Phe

Ije

Leu

Gly

Phe

685

Pro

Arg

Phe

Gly

Arg

val

Pro

590

ser

ser

Asp

Ile

Lys

Asp

Lys

Asp

Ile

Gly

Gly

Glu

Leu

Gly

His

LYS

655

Asn

Trp

val

Met

Ile

Tyr

560

Lys

Ile

Gly

ser

Ile

640

Lys

Gly

Asp

Lys



<400> 11
Tet Gly Asn Gly ﬁs\]a Ser ser

ser
Glu
Arg
Leu
65

Asp
Asp

Gin

ASp

Cys
Ala
Ile
75

Leu

Met

Leu

Gln

50

Lys

Thr

Glu

Gly

Leu

130

Ala

Arg

Tyr

ASp

Lys

2i0

Arg

Asp

Arg

35

Lys

Glu

Leu

Asn

val

115

Thr

ITe

Glu

Ile

Thr

val

20

Arg

Asp

Glu

Lys

Gln

100

ser

His

Leu

Ile

Ile

1890

Leu

Gly

Ala

Asp Arg Arg

His

Arg

Glu

val

Ala

85

Ala

Gly

His

Ser

Ile

165

Lys

Let;

Gly

ser

val

Lys

ASp

Leyu

His

70

Gln

Glu

Glu

Glu

AsSn

150

Asp

Gly

Glu

Leu

val

230

rhe

val

Lys

Leu

55

Lys

Gglu

Pro

Ser

Lys

135

Glo

Cys

Gly

val

Phe

215

Lys

Gln
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Asn

Lys

Ile

40

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

120

Asp

rhe

Met

Glu

His

200

Gly

Ala

Ala

Thr

Ala

25

I'le

Glu

Lys

Lys

Ala

105

Ser

Pha

Ila

Tyr

Arg

185

Lys

Glu

val

Ile

His

10

Leu

Gluy

Lys

Ser

Pro

90

Pro

ser

Lys

Lys

Glu

170

Gly

Glu

Leu

Thi

Met

47

Phe
val
Gln
Glu
7
Asp
Arg
Lys
ser
al
Lys
Glu
Asp
Ala
His

Met

Thr

Pro

TYyr

Ala

60

Leu

Leu

Gly

Thr

Lys

140

Leu

Arg

His

Lys

Ile

220

Thr

Lys

Ile

Glu

Asp

45

Glu

Gln

Leu

Pro

Leu

125

Gln

Ala

val

Leu

205

Ley

Thr

Thr

ASp

tew

30

Ser

Ile

Lau

Ser

Ala

1106

Gly

Leu

Ala

Pro

TYr

190

Leu

Tyr

Leu

Gly

Gl

15y
Arg
Gln
Ala
Lys
Thr
95

Lys
Tyr
Ile
Thre
Lys
175
val
Gly
Asn

Trp

Leu

Glu

His

val

Arg

val

80

Ile

Lys

val

Lys

Gin

160

Ala

Cys

Glu

Cys

val

240

Gln



Arg
Asn
AsSp
Asp
Ile
Asp
Asn
Giu
As

38

ser
Asn
Gly
Thr
o

ser

val

Arg

Leu

Phe

290

Thr

Ala

Tyr

val

Ser

370

Tyr

Thr

Cys

Phe

rhe

450

Gin

Pro

TYr

Glu

Pro

275

Phe

Phe

Gly

Phe

Phe

Gly

val

Ser

Glu

Phe

Met

Glu

Ser

His

Phe

His

Gly

Ala

Thr

Asp

Ser

Leu

420

Arg

Leu

His

ITe

Leu

245

Asn

ASp

Glu

Ile

Ala

325

Glu

Leu

Gln

Glu

Pro

405

Asp

val

Lys

Ile

Thr

485

Met

Mat
Lys
AsSh
l.eu
310
Glu
Lys
Pro
Phe
Ala
390
val
Asp
Glu
Cys
Tyr
470
Lys

Glu

Ala

Leu

Glu

Asn

Pro

Ala

Pro

val

373

Arg

ser

Leu

Leu

Leu

455

ser

Leu

val
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Phe

Ala

280

Tyr

Lys

Lys

Leu

Gly

Gly

Gly

Glu

Glin

val

440

Lys

Glu

His

Cys

Leu

265

Lys

Ile

Gly

Glu

Leu

345

val

Asp

Ala

Arg

Ley

425

GIn

Lys

Lys

Lys

Leu

250
Lys

Mat

Ile

Glu

val

330

ser

Glu

Leu

Giu

Pro

410

val

Leu

Lys

Lys

The

490

Gly

48

ser

ser

Arg

val

315

Arg

Glu

Cys

ASn

Ar

39

val

Thr

ser

His

val

Asp

Glu

300

Lys

Arg

Asp

Leu

Glu

380

Arg

Ala

Thr

Lys

Ile

460

Met

Arg

Glu

Pro

val

285

Gly

val

Leu

Arg

Thr

365

Leu

ser

Lys

Leu

Glu

445

val

Met

ASp

Leu

Leu

270

Leu

Ala

Thr

Lys

Ar

35

val

Arg

Gly

Giu

Lys

Glu

Glu

Arg

Trp

255

Leu

Glu

Ala

ain

Arg

Thr

Asp

Asn

Ser

Phe

415

Met

Gly

Thr

Ala

LYS

495

Thr

Lys

Tyr

Gly

Lys

320

Gly

Ala

Arg

Lys

ASp

400

Glu

Gly

Lys

Arg

Tyr

Ile



Leu

Ala

Lys

Ile

Ile

Asp

625

Glu

Leu

Ile

Gly

AsSn

705

Ile

Arg
Cys
5%0
Arg
Lys
Thr
Leu
Leu
610
Prro
Phe
Cys
Ser
Leu
690

Pro

Ala

<210>
<211- 72

<212> ADN

Asp

Leu

Trp

Asn

595

Met

Met

Pro

Arg

Mat

Thr

Ala

12

500

Arg

Leu

Leu

val

Thr

580

Lys

Tyr

Arg

Lys

AS

66

Ile

Asp

Asp

Asp

Gly

Glu

Lys

Asp

Phe

Gly

Glu

Thr

Lys

Asn

Arg

Leu

The

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

ASnh
Ala
Pro
550
Phe
Cys
His
Leu
8%
Ie
Pro
Lys
Thr
ser

710

Leu

Phe

Phe

535

Glu

Gly

Gly

Asp

Ley

015

Asn

Ser

Met

Ash

Leu

695

Asn

ser
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Asn

Phe

Thr

His

600

AsSn

Ite

Arg

Glu

Phe

Gly

505

Asp

Tyr

Leu

Ala

Pro

n85

Ser

Gly

Ile

ser

Arg

Trp

Pro

ASD

Trp

Leu

Leu

Leu

Lys

570

Glu

Ala

Thr

Leu

Ala

650

Leu

Phe

Pro

Ser

730

49

Thr

His

Leu

355

Lys

Tyr

AsSp

Pro

Lys

635

His

Gly

Gln

Ile

Tyr

715

Ile

Ala
Ala
540
Asp
Ile
val
Tyr
Pro
620
Gly
val
Tyr
Gly
val
700

Pro

Asp

Lys
Ala
Gly
Ala
Tr

&0

Phe
Ile
Leu
Gly
fhe
685
Pro

Arg

Phe

510

Phe

Gly

Arg

val

Pro

590

Ser

Ser

Ash

Ile

Lys

670

Asp

LysS

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

Glu

Leu

Gly

His

Lys

Asn

Trp

val

Met

val

Gly

Ser

Ile

640

Lys

Gly

Asp

Lys

720
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<400> 12
tagcggocge tcatgagadg atcgcatcac catcaccatc acggcaacgg tgccagttcg

aacacgcact tc

<210> 13

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 13
gcaggctcta gagaaatcaa tgtcccagec ggataactcg tc

<210> 14

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 14
gtcgtgggat ccccatcgat agcgagacgg tcatctgt

<210> 15

211> 137

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 15
atcttgaatt cctcgagggt caaggagaac cccgett

«210> 16

<211= 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Oligonucledtido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..020)

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 16
gtaccctcac aggacgagtc 20

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

50

60
72

42

38

37
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<400> 17
tcctrggace totottggtyg

<210> 18
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 18
aacagdaaca gtctttcece

<210> 19

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 19
tcttgactca ccaactgec

«210> 20

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20
cagagagaag atgacccag

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 21
gggtaagaga agcaagdaaag

<210> 22

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

51
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20

19

19

20
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<q(0> 22
Arg Lys Ile Ser Ala Ser Gly Pro
1 5

<210 23

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400= 23
grg Lys ITe Ser ?Ta ser Glu Phe Asp gag Pro Leu Arg

<210> 24

211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 24
?rg Lys Arg Sser grg ala Glu

<210> 25

<21il> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<400> 25
Gln LYys Arg Pro Arg Arg Lys Asp Thr Pro
1 y g 5 9 A 10

<210> 26

<211> 272

<212> PRT

<213> Aplysia californica

<220>

«221» MISC_FEATURE

<222> (1)..(272)

<223> parte catalitica de PKG de Aplysia californica

<400> 26

52



val

Thr

ser

His

Ile

65

Phe

Gly

Thr

His

Leuy

145

Lys

Tyr

Asp

Pro

Lys
225

His val Leu I'e ézg Lys Leu Cys Arg As

Ala

Thr

Lys

Ile

50

Met

Arg

Giu

Ala

Ala

130

ASD

Ile

val

Tyr

Pro

219

Gly

LYS
Ley
Glu
35

val
Met

Asp

Leu

LyS
Ala
Gly
Ala
Tr

i)

Phe

Ile

Glu
Gly
20

Lys
Giu

Glu

Arg

Gly

Arg

val

Pro

180

Ser

ser

ASp

Phe
Met
Gly
Thr
Ala
i
Thr
Cys
ITe

Gly

Leu
Gly

His

clu

Gly

Lys

Arg

Asp

70

Tyr

Ile

VaT

Ite

Lys

Ile

Gly

Ser

Ile
230

Asn

Gly

Thr

Ser

val

Leu

e
i3

val

Lys

I'le

Ile

AsD

215

Glu

ES 2 696 598 T3

Cys

Phe

Phe

40

Gln

Pro

Tyr

Arg

Cys

120

Arg

Lys

Thr

Lau

Leu

200

Pro

Phe

Ser

Gly

25

Ala

Glu

Phe

Met

105

val

Asp

Leu

Trp

Asnh

185

Met

Met

Pro

Leu

10

Arg

Leu

His

e

Leu

90

Arg

Leu

Leu

val

Thr

170

Lys

Tyr

Arg

Lys

250

Asp
val
LYS
Ile
Thr
75

Met
Gly
Glu
Lys
As

15

Phe
Gly

Glu

Thr

33

Asp
Giu
cys
&0
Lys
Glu
Asn
Ala
Pro
140
Phe
Cys
His
Leu
250

Ile

Leu

leu

Leu

45

Ser

Leu

val

Phe

Phe

i25

Glu

Gly

Gly

Asp

Leu

205

Asn

ser

GIn

val

30

Lys

Glu

His

Cys

Asp

110

Sar

Asn

Phe

Thi

His

190

Asn

Ile

Arg

p Asn Pro Met Glu

Leu
15

Gln
LySs
LyYs
Lys
Leu
a5

Asp
Tye
Leu
Ala
Pro
175
ser
Gly

Ile

Ser

258

val

Leu

Lys

Lys

Thr

80

Gly

Leu

Leu

Leuy

Lys

Gl

Ala

Thr

Leu

Ala

240

Leu

Gly Tyr Gly Lys Asn Gly ITe Ser Asp Ile Arg Lys Asn Lys Trp Phe
y 4 2%0 265 2¥U

«<210= 27

<21l> 8
«<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

53
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<223> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(8)
<223> Péptido sintético

<400> 27
Leu Arg Lys Lys lgys Lys Lys His
1

<210> 28

<21l> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<400> 28
Leu Arg Ala Lys iys iys Lys His
i 5

«<210> 29
<211> 8

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 29
Lteu Arg Lys Ala lgys Lys Lys His
1

<210> 30

<211> B

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 30
:Iieu Arg Lys Lys ?'Ia Lys Lys His

<210> 31
<211> 8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Péptido sintético
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<400> 31
keu Arg Lys Lys %ys Ala Lys His

<210> 32

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Péptido sintético

<400> 32
&eu Arg Lys Lys %ys Lys Lys His

<210> 33

<21l> 4

«212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<400> 33
grg Lys Lys Lys

<210> 34

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220
<221> MISC_FEATURE
<222 (D..(3)

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400> 34 ) .
Leu Arg Lys LyS Lys Lys Lys His Xaa Tyr Gly Arg Lys Lys &gg Arg
1 5 i0

Gln Arg Arg Agg Pro Pro
2

<210> 35

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<220
<221> MISC_FEATURE
«222> (14)..(14)

<220>

«221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400> 35
Tyr G6ly Arg LYS Lys Arg Arg GIn Arg ggg Arg Pro Pro Xaa igu Arg
1 5

Lys L¥s Lys hgs Lys His

<210> 36

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> WMISC_FEATURE

<222> (9)..(9

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400> 36
Leu Arg Lys Lys Lys Lys Lys His Xaa Arg GIn Ile Lys Ile Trp Phe
1 5 10 15

Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp LYS Lys
20 25

<210> 37

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220
<221> MISC_FEATURE

«222> (17)..(17)
<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400~ 37
Arg GIn Ile Lys Ile Trp phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

Xaa Leu Arg LYs Lys Lys Lys Lys His
20 25

<210> 38

<211l> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Péptido sintético

220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9) )
<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<4Q0> 38
Leu Arg Lys Lys Lys Lys Lys His GIX Pro Lys Lys Lys Arg Lgs
1 2 10 1

<210> 39
<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220~

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400> 39
Pro Lys Lys Lys Arg Lys GIX Leu Arg LYS Lys Lys Lys Lys His
1 5 10 15

<210> 40

<211> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<22B> Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<220
<221> MISC_FEATURE
<222> (23)..023%)

<223> Péptido enlazador épsilon de 0 a 100 restos

<400> 40
Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg GIn Arg Arg Arg Pro Pro Xaa Leu Arg
1 5 10 15

Lys Lys Lys Egs Lys His GIx Pro ggs Lys Lys Arg Lys

<210> 41

<211l> 29

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<220

<221> MISC _FEATURE

<222> (7)..(D)

<223> Péptido enlazador épsilon de 0 a 100 restos

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400> 41
Pro Lys Lys Lys ?rg LYS G1x Leu Arg &%s Lys Lys Lys Lys Tés Xaa
1

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln égg Arg Arg Pro Pro
20

<210> 42

<211= 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220
<223> Péptido sintético

<220>

<221> MWISC_FEATURE
222> (AN..1N

<223> Xaa= péptido enlazador

<220>
<221> MISC_FEATURE
«222> (26)..(26)

<223> Xaa= péptido enlazador

<400> 42
?rg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn igg Arg Met Lys Trp iys LYS
5 5

Xaa Leu Arg 5%5 Lys Lys Lys Lys g;s GIx Pro Lys Lys 5%5 Arg Lys

<210> 43

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (71..(7)

<223> Xaa= péptido enlazador

<220>
«<221> MISC_FEATURE
<222> (16)..(16)

<223> Xaa= péptido enlazador
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<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (16)..(16)

<223> Péptido enlazador delta de 0 a 100 restos

<400> 43
Pro Lys Lys Lys Arg Lys GIx Leu Arg Lys Lys Lys Lys Lys His Xaa
1 5 10 . 15

Arg GIn Ile 555 ITe Trp Phe G1n ggn Arg Arg Met Lys Tgp Lys Lys
3

<210> 44
<211> 13

<21i2> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 44

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro
1 5 10

<210= 45

<211= 9 .

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 45
?rg Lys Lys Arg érg GIn Arg Arg Arg

<210> 46

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

220>
<223> Péptido sintético

<400> 46
Arg GIn Ile Lys Ile Trp Phe GIn Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 I y 5 P 109 1¥

<210> 47

<211> ©

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<400> 47
;ro Lys Lys Lys ?rg Lys

<210~ 48

<211> 10

212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<4(0> 48
Cys Thr Pro Pro Lys Lys Lys Arg Lys val
1 5 10

<210> 49

<21l> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 49
Lys Lys Lys Arg Lys
1 5

<210> 50

<21ll> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 50
2ro Pro Lys Lys %ys Arg Lys

<210> 51

<211l> B8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 51
Ihr Pro Pro Lys %ys Lys Arg Lys

<210> 52
<211> B

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
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<400> 52
Pro Lys Lys Lys %ys Arg Lys val
1

<210> 53

<211> 768

<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<220> |

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(768)
<400> 53

Met Ata Ala Gly Met iLeu Thr Asp Arg Glu Arg Glu Ala ITe val Ser

61
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Asn Leu Thr Lys Asp val Gln Ala Egu Arg Glu Met val ggg ser Arg
20

Glu ser Glu Leu val Lys Leu His Arg Glu Tle His Lys Leu Lys Ser
35 40 45

val ggu Gln GIn Thr Thr égn Asn Leu Asn val Egr Arg Asn Glu Lys

Ala Lys Lys Lys Leu Tyr Ser Leu £ro Glu GIn cys Gly Glu Gln Glu
65 70 75 80

ser Arg Asn Gin ggn Pro His Leu Cys Ser Ser Cys Gly Met 321 Leu
90

Pro Thr ser Pro Glu Phe Ala Leu Glu Ala Leu Ser Leu Gly Pro Leu
100 105 110

Ser Pro Leu Ala Ser Thr Ser Ser Ala Ser Pro ser Gly Arag The ser
- 115 120 125

Ala asp Glu val Arg Pro Lys Ala Met pro Ala Ala Ile Lys Lys Gln
130 135 140

Gly val ser Ala 6lu Ser Cys val GIn Ser Met Gln Gln Ser Tyr Ser
145 150 155 160

Ile Pro Ile Pro Lys Tyr Glu Lys Asp Phe Ser Asp Lys GIn Gln Ile
165 170 175

Lys Asp Ala Ile Met Asp Asn Asp Phe Leu Lys Asn Ile Asp Ala Ser
180 185 190

GiIn val Arg Glu Leu val Asp Ser Met Tyr Ser Lys Ser Ile Ala Ala
195 200 205

Gly Glu Phe val Ile Arg Glu Gly Glu val Gly Ala His Leu Tyr val
210 215 220

ser Ala Ala Gly Glu Phe Ala val Met GIn His Gly Lys val Leu Asp
225 230 235 240

Lys Met Gly Ala Gly Lys Ala Phe Gly Glu Leu Ala Ile Leu Tgr Asn
245 250 255

Cys Thr Arg Thr Ala Ser Ile Arg val Leu Ser Glu Ala Ala Arg val
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Trp

Leu

Leuy

305

clu

Ala

Gln

ser

Arg

385

Leu

Lys

Ala

Phe

Ile

465

Arg

AsSp

Ser

val

Gln

290

Met

Leu

Gly

Lys

370

Thr

AsSp

Glu

Arg

Pro

450

Gly

val

Thr

Ser

Leu

275

Arg

Asn

Glu

Asp

Leu

355

Gly

Ala

Arg

Lys

Glu

435

Asp

Gly

Asp

Lys

Arg

260

ASD

Ile

Leu

Phe

ser

340

Thr

ASp

Asn

Asp

teud

Phe

Ile

Glin

500

ser

Arg

Gly

Ser

Tyr

325

Phe

Pro

Tyr

Ile

Ser

405

Tyr

Cys

Lys

Gly

Phe

485

Gly

Pro

Arg

Asn

Glu

310

Ala

Phe

The

Phe

Ile

390

rhe

Gly

GIn

Leu

Arg

Ala

Glu

Phe

val

Ser

295

Glu

Ala

Leu

ser

Gly

Ala

Lys

Asp

Asp

Thr

455.

val

Leu

His

Ile

ES 2 696 598 T3

Phe

280

val

Leuy

Gly

Tle

Pro

360

Glu

Leu

Arg

Glu

Glu

440

Asp

Glu

Lys

Ile

Cys

265

Gln

Asn

Leu

Thr

Ser

345

Glu

Gln

Ser

Leu

Ser

425

Pro

Leu

Leu

Cys

Phe

505

Arg

Gln

Phe

Ala

Tyr

330

Gin

Glu

Ala

Pro

Ile

410

Arg

Lys

Glu

val

Leu

490

Sar

Leu

63

Ile

Ley

Lys

Ile

Gly

Thr

Leu

Gly

Gly

Lys

Glu

val

Lys

475

Lys

Glu

Met

Alrg

300

Ile

Ile

Asn

Glu

Ile

380

val

Asp

Leu

Glin

val

460

Ala

Lys

Arg

T 270

Met

285

5er

Alta

Arg

val

Leu

365

Asn

Glu

Leu

Ala

Leu

445

Ser

His

Arg

His

Tyr Arg Thr

Cys

val

AsSp

Glin

Arg

330

Arg

Glu

Cys

Cys

Met

430

Gln

Thr

His

His

Ile

510

Phe

Thr

Pro

val

Gl

33

val

Thr

Asp

Leu

Glu

415

Lys

Gln

Leu

GIn

Ile

495

Met

Arg

Gly

Leu

Leu

320

Thr

Thr

Leu

Lys

Thr

400

Leu

Gln

Glu

Gly

Leu

Asp



Gly

Arg

Thr

Pro

625

Ala

sar

Asp

Ile

Thr

705

Asp

Pro

543

Thr
e
Ile
Gly
ser
610
Glu
Leu
Ala
Met
Lys
650
Gly

Trp

Ile

5315

Tyr

Met

Ile

Ile

TYTF

Sar

ITe

Gly

Pro

Arg

Gly

Asp

Ala

ASp Leu Asn

<210>

<211~ 742
<212> PRT
<213> Drosophila melanogaster

<220
<221> PEPTIDO

735

54

val

Leu

Gly

TYr

580

val

Lys

Ile

Ile

Asp

660

Ala

Leu

ITe

Gly

His

740

Glu

Tyr

Arg

Cys

565

Arg

Lys

Thr

Leu

Leu

645

Pro

Phe

Cys

GIn

Leu

725

Pro

Pro

Met

Asp

Ile

Trp

AsSn

630

Ile

Met

Pro

Arg

Asp

710

Ala

Thr

Pro

Leu

535

Arg

Leu

Leu

val

Thr

615

Lys

His

Glin

Lys

Asp

Ile

Ser

Asp

Asp

ES 2 696 598 T3

520

Leu

Gly

Gln

Lys

600

Phe

Gly

Glu

Thr

His

680

val

Lys

G@ln

val

Glu
760

Glu

Ser

Ala

Pro

585

Phe

Cys

His

Leu

TYr

665

Ile

Pro

Lys

Leu

745

Leu

Ala

Phe

Phe

570

Glu

Gly

Gly

Asp

Leu

650

Asn

Sar

ser

His

Leu

730

Tyr

ser

64

Cys

Glu

355

Glu

Asn

Phe

Thr

Ar

63

Ash

Leu

Arg

Glu

Lys

Ile

Phe

Gly

Met

540

Asp

Tyr

Leu

Ala

Pro

620

Ala

Gly

Ile

Trp

Arg

Trp

Pro

Asp

Trp

525

Gly

Asn

Leu

Met

val

Thr

Leu

Ala

685

Leu

Phe

Pro

Arg

Gly

Ala

His

Leu

590

GIn

TYr

Asp

Pro

Lys

val

Gly

Leu

Phe

Phe

750

Ala

Glu
Ala
Ala
575
Asp
Ile
val
Tyr
Pro
655
Gly
Gn
TYr
Gly
val
735

Pro

Asp

Ile

GIn

560

Arg

Glu

Gly

Ala

Ile

Leu

Gln

Phe

720

Arg

Cys

Phe



<222>
<400>
Met Gln Ser
1

ser

ser

Tle

Phe

65

Gln

Thr

Pro

Al'g

Leu

145

ser

AsSn

val

Ser

Ala

Asn

GlIn

50

Lys

ser

Gly

Gly

GIn

130

Leu

Arg

Leu

Lys

Ile

..
54

Thr

Tyr

35

Ala

AsSp

val

Gly

Thr

115

Arg

Leu

Glu

Asp

Tyr

val

(742)

Leu

Pro

20

val

Lys

Asn

Phe

Ala

100

Ala

Ala

Glu

Leu

Leu

180

Pro

Tyr

Arg
5

ser
Ala

Glu

.Glu

Pro

85

ser

Thi

Leu

His

Ile

165

Thr

Ala

val

Ile
Pro
Ala
Leu
Ile
70

Phe
Gly
Gly
Gly
vail
150
Lys
Gln

Lys

Met

Ser

val

Ser

LYS

55

Ala

ser

ser

Ala

Ile

135

ser

Ala

Ile

Asn

Glu
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Gly

Gly

Pro

40

Ile

Glu

Alrg

Gly

Thr

120

Ser

Phe

Ala

Arg

Leu

200

Asp

Cys
Leu
25

Gin
Gln
Leu
Gly
Ala
105
Arg
Ala
Pro
Ile
Glu
185

Ile

Gly

Thr

10

val

Glu

Gly

Lys

Ser

90

Gly

Lys

Glu

Lys

Leu

170

Ile

¥le

Arg

65

Pro

Asp

Glu

Met

ser

75

Ala

Gly

Ser

Pro

Tyr

155

Asp

val

Lys

val

Ser

Pro

Arg

GlIn

60

His

Ala

Ser

Gly

Gln

140

Asp

Asn

ASp

Glu

Glu

Gly

Asn

rhe

45

Arg

Leu

Gly

Gly

Gln

125

Ser

LysS

Asp

Cys

Thr

Phe

30

Ile

Ala

Asp

Cys

Gly

110

AsSn

Glu

Asp

Phe

Met

190

Asp

Ser

Gly
15

Ile
GIn
Leu
Lys
Ala
95

Ser

Phe

Ser

Glu

Met

175

Tyr

val

Arg

Gly
val
Ile
GIn
%
Gly
Gly
Glin
ser
fe
Lys
Pro

Gly

Glu



Gly

Ala

Glu

Met

ser

ser

305

Arg

val

Arg

ASp

Ser

385

Leu

Ara

val

Gln

Lys

210

Lys

Ile

Cys

Arg

val

290

Asp

Gln

Alg

Met

AsSp

370

Cys

Asp

Lys

Ile

Thr

450

ser

TYr

Leu

Asn

Thr

275

Pro

val

Gly

val

Leu

355

Leu

Leu

Glu

Ile

Ala

435

Asn

Gln

Leu

Tyr

Leu

260

Gly

Ile

Leu

Ala

Thr

340

Gly

Arg

val

Ile

AsSn

420

Thr

Gly

Ile

Ser
Asn
245
Trp
Ley
Phe
Glu
Arg
Ile
Lys
Thr
Ile
nE
Glu
Leu

Asp

val

Thr
230

Cys

Ala

I1el

Lys

Glu

310

Gly

Lys

Gly

Ala

Asp

390

His

Glu

Gly

Ser

Glu

215

Leu
Gln
Ile
A
55
Thr
ASp
Gln
Asp
Asn
375
Arg
Arg
Phe
val
Ser

455

Thr
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sSer

Arg

Glu

GlIn

280

Leu

His

Thr

Gln

Phe

360

Ile

Glu

Tyr

Arg

Gly

Arg

Arg

Gly
Thr
Arg
265

Ala

Ala

Phe

Ile

Thr

Asp

ser

GIn

Ala

Ala

Gin

Glu

Glu

Glin

Phe

330

Arg

Gly

Cys

Phe

Asp

410

Ile

Phe

Pha

Gln

66

Lys

Thr

Cvs

TYr

Asp

Ar

31

1le

Gln

Glu

Glu

Asn

395

Glu

Asn

Gly

Ala

Gln

220
Va"[
Ile
Phe
ser
Thr
300
Gly
Ile
Glu
Lys
Sar
380
Gln
Gly
Lau
Arg
Ley

460

His

Leu

Thr

GlIn

Asp
285

Leu

Asp

Ser

Glu

Ala

365

Ala

Leu

Ala

Thr

val

445

Lys

ile

Gly

Ala

Thr

270

Phe

Ile

His

LysS

Asp

Ile

Met

Gln

Met

Glu
Ite
255
Ile

Leu

Lys

Phe

Glin

Gly

Ser

Glu

415

Leu

Leu

Met

ser

Leu
240
Thr

Met

Lys

val

320

Lys

ile

Gly

val

Asn

400

Arg

Arg

val

Lys

Glu



465

Lys

Lys

Leu

Asp

Tyr

545

Leu

Ala

Pro

Ser

Asn

Arg

Trp

Pro
705

Glu

Thr

Gly

Sar

530

Leu

Leu

LyS

Glu

Ala

610

Thr

Leu

Ala

Leu

Phe

630

Pro

ASp Asp

Ile

Phe

His

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pyo

Lys

Ser

Gly

Asp

Ile

Tyr

Mat

Lys

500

Glu

Thr

Ser

AsSn

Leu

580

val

TYr

Pro

Gly

Asn
660

Tyr

Gly

LysS

Pro

Asp

Leu

Arg

Arg

Glu

565

Gin

Ala

Trp

Phe

Ile

645

Leu

GIn

Phe

Pro

Pro

470

Glu

Lys

Trp

Phe

Ash

550

Arg

Thr

Pro

Ser

Thr

630

Asp

Ile

Arg

Tyr

Ala

710

ASp

Ala

Lys

Thr

Tyr

535

Ile

Gly

Gly

Glu

Leu

615

Gly

Ala

LyS

Gly

Trp

695

vatl

Pro
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Asn

TYr

Ite

520

Thr

Ile

Tyr

Arg

val

600

Gly

Ser

Ile

Lys

Gly

Trp

Lys

Glu

Cys

Leu

505

Leu

Ala

TyV

Gly

LyS

585

Ile

val

Asp

Glu

Leu

665

Ile

Gly

Ser

Gly

Glin

490

TYr

Arg

Cys

Arg

Leu

Leu

Pro

Phe

650

Cys

Ser

Leu

val

Pro

67

475

Phe

Met

AsSp

val

ASD

555

Leu

Tep

Asn

Met

Met

635

Pro

Arg

Glu

Gln

val

715

Pro

Ile

Leuy

Lys

val

540

Leu

val

Thr

Arg

Phe

620

Arg

Arg

Asp

Ile

Asn

700

ASp

Pro

val

Met

Gly

Glu

Lys

Asp

Phe

Gly

605

Glu

Thr

Asit

Asn

Glin

685

Cys

Thr

Lys

Glu

510

AsSn

Ala

Pro

Phe

Cys

590

His

Leu

TYr

ITe

Pro

670

Lys

Thr

Thr

Leu

495

Ser

Phe

Phe

Glu

Gly

Gly

Asp

Leu

Asn

Thr

655

Ala

His

Leu

Asn

Asp Asp val

480

Phe

Asp

Asp

Asn

560

rhe

Thr

Ile

Thr

Ile

640

Arg

Glu

Lys

Glu

rhe

720

Thr
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725 730 735

Gly Trp Asp Lys Asp Phe
740

<210> 55

<211> 671
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220> |
<221> PEPTIDO

<222> (1)..(671)

<400> 55
Met Ser Glu Leu Glu Glu Asp Phe Ala Lys Ile Leu Met Leu Lys Glu
i 5 10 15

Glu Arg Ile Lys Glu Leu GTu Lys Arg Leu Ser Glu Lys Glu Glu Glu
20 25 30

Ile Gln g;u Leu Lys Arg Lys hgu His Lys Cys Gln ggr val Leu Pro

val Pgo Ser Thr His Ile §1y Pro Arg Thr Thr ggg Ala Gln Gly Tle
5 5

Ser Ala Glu Pro Gin Thr Tyr Arg Ser Phe His Asp Leu Arg Gln Ala
65 70 75 ' 80

rPhe Arg Lys Phe E?r Lys Ser Glu Arg ggr Lys Asp Leu Ile bgs Glu

Ala Ile Leu Asp Asn Asp Phe Met Lys Asn Leu Glu Leu Ser Gin Ie
) 100 105 110

Gin Glu Ile val Asp Cys Met Tyr pro val Glu Tyr Gly Lys Asp Ser
115 120 125

Cys Ile Ile Lys Glu Gly Asp val Gly Ser Leu Val Tyr val Met Glu
130 135 140

asp Gly Lys val 6lu val Thr Lys Glu Gly val Lys Leu Cys Thr Met
145 150 155 160

Gly Pro Gly Lys val Phe Gly Glu Leu Ala Ile Leu Tyr Asn Cys Thr
165 170 175

arg Thr Ala Thr val Lys Thr Leu val Asn val Lys Leu Trp Ala Ile

68



Asp

His

Leu

225

His

Thr

Ser

Trp

val

305

Phe

Glu

Ala

Gly

385

Arg

His

Arg

Thr

210

Pro

Tyr

Phe

Pro

Phe

290

Ile

LyS

ASp

Ash

Gly

370

Thr

Gln

Ser

Leu

GIn

195

Glu

Glu

Gy

Phe

Ser

275

Gly

Ala

His

Ala

Leu

355

Phe

Phe

GlIn

Asp

Tyr

180
Cys
Tyr
Glu
Asn
Ile
260
Glu
Glu
Ala
Leu
Glu
340
ILys
Gly
Ala
Glu
Phe

420

Met

phe

Mat

Ile

Gly

Ile

ASp

Lys

Glu

Ile

325

Ala

Leu

Arg

Met

His

405

Ile

Leu

Gln

Glu

Leu

230

Glu

ser

Pro

Ala

Ala

310

Gly

Lys

Ser

val

Lys

390

Ile

val

Met

Thr

Phe

215

Ser

Tyr

Lys

val

Leu

295

val

Gly

Ala

Asp

Glu

375

Ile

Arg

Arg

Glu

ES 2 696 598 T3

Ile

200

Ley

Lys

Ile

Gly

Phe

280

Gln

Thr

Leu

Lys

Phe

360

Leu

Leu

ser

Leu

Ala

185

Met

Lys

ey

Ile

Thr

265

Leu

Gly

Cys

Asp

Tyr

345

Asn

val

Lys

Glu

Tyr

425

Cys

Met

Ser

Ala

Ai'g

Gy

Let

Ile

Gin

Lys

Lys

410

Ara

Lew

69

Arg

val

As

23

GTn

Ash

Thr

Asp

val

315

val

Ala

Iie

Leu

Arg

395

Gln

Thr

Gly

Thr

Pro

220

val

Gly

val

Leu

val

300

Ile

ser

Glu

Asp

LYS

330

His

Ile

Phe

Gly

Leuw

Ala

Thr

Arg

Asp

Asn

Ala

Thir

365

Ser

Ile

Met

Lys

Glu

120

Leu

the

Glu

Arg

Arg

270

Lys

Thr

Arg

Lys

Ala

350

Leu

Glu

val

GIn

Asp

Leu

Ile

Gin

Glu

Gly

Glu

Gly

Ala

Asp

Ala

335

Phe

Gly

Glu

Asp

Gly

415

Ser

Tp

Lys

sSer

Thr

240

Asp

Asp

Asp

Ash

Ser

320

Tyr

Phe

val

ser

Thr

400

Ala

Lys

Thr



435

Ile Leu Arg Asp
450

Thr Ala cys val
465

Ile Tyr Arg Asp

Tyr Ala Lys Leu
500

Lys Lys Thr Trp
515

Ile Ile Leu Asn
530

Gly Ile Leu Met
Pro Asp Pro Met

Ile Glu Phe Pro
580

Lys Leu Cys Arg
595

Gty val Lys As
Y 610 b

Glu Gly Leu Arg
625

Ala ser Pro Thr

Asp Glu Pro Pro
660

<210> 56
<21l> 762
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220> |
<221> PEPTIDO

Arg

val

ey

485

val

Thr

Lys

TYr

Lys

565

Lys

Asp

ITe

Lys

Asp

Pro

Gly
Glu
470
Lys

Asp

Phe

Gly

Glu

550

Thr

Lys

Asn

Gin

Gly

Thr

Asp

ser

455

Ala

Pro

Phe

Cys

His

535

Leu

Tyr

Ile

Pro

LysS

Thr

ser

Asp
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440

Phe

Phe

Glu

Gly

Asp

Leu

Asn

Ala

ser

600

His

Leu

Asn

Asn

Glu

Ala

Asn

Phe

505

Thr

Ile

Thr

Ile

Lys

585

Glu

Lys

Thr

Phe

Ser
665

ASp

Tyr

Leu

490

Ala

Pro

ser

Gly

ITe

570

AsHi

Arg

Trp

Pro

Asp
650

Ser

Ley

475

Ile

Lys

Glu

Ala

Ser

555

Leu

Ala

Leu

rhe

PYo

635

ser

Thr

460

His

Leu

Lys

Tyr

Asp

2490

Pro

Arg

Ala

Gly

Glu

620

Ile

Phe

Gly Trp Asp

70

445

Thr

ser

Asp

Ile

val

525

Tyr

Pro

Gly

Asn

Asit

605

Gly

Ile

Pro

Ile

Arg

Lys

His

Gly

510

Ala

Trp

rPhe

Ile

Leu

590

Leu

Phe

Pro

Glu

rhe
Gly
Arg
495
rhe
Pro
Ser
ser
Asp
Ile
Lys
Asn
Ser
AS

65

Phe

Tyr

Ile

480

Gly

Gly

Glu

Leu

Gly

560

Met

LYS

Asn

Trp

val

640

Asn



<222> (1)..

<400> 56
l;_flet Gly Asn

His

teu

Tyr

Ile

65

Lys

ser

val

Pro

Glu

145

AsSp

Ile

ser

Ala

Ile

Ser

Glu

His

50

Ala

Leu

Pro

Ser

Thr

130

LYysS

Ala

Lys

GIu
210

Pro

Gly
Arg
35

Leuw
Glu
GIn
ASD
Leu
115
Thr
Ala
Leu
Asp
Ile
195

Gly

Met

(762)

Gly

Asn

20

Glu

LYS

Leu

ASp

LysS

100

His

Arg

Arg

ASn

Met

180

Ile

Arg

Trp

Ser

Leu

Ley

Gl

Thr

val

85

val

Ser

Thr

val

Lys

165

val

Lys

Leu

Thr

val

Thr

Arg

{au

Glu

70

val

Pro

Arg

TYr

Asn

Glu

Gln

Glu

Thr

Lys

Thr

Arg

Arg

55

Glu

His

Leu

Arg

Asp

135

Lys

Gln

Cys

Gly

val

215

Phe
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Pro

Asp

Lys

40

Glu

Leu

Met

Glu

Gly

Leu

Asp

Phe

Met

Glu

200

Phe

Gly

Lys

Ala

25

Asp

Gln

GIn

Glin

vall

105

Ala

Asn

ser

Leu

TYyr

185

Pro

Gin

Glu

His

10

fLeu

Ala

Leu

Asn

Gly

90

His

Lys

Lys

ser

Lvs

170

Gly

Gly

Gly

Let

71

Ser

Arg

Glu

sSer

Lys

75

Gly

Arg

Ala

Pro

Glu

155

Arg

Arg

Asn

Glu

Ala

Lys

Asn

ITe

Lys

&0

Cys

Ser

Lys

Gly

Pro

140

Lys

Leu

AsSn

His

Lys

220

Ile

His

Lys

Gln

45

Glin

Ile

Pro

Thr

val

125

Glu

Lys

Asp

TYr

Ile

205

Ley

Leu

Pro

val

30

Glu

Thr

Gln

Leu

Ser

110

5er

Fhe

Leu

Pro

Gin

190

Phe

Leu

Tyr

Asp

15

Thr

Arg

val

Leu

Gln

95

Gly

Ala

Ser

Ile

Gln

175

Gln

val

Ser

AsSRH

Gly

Glu

Glu

Ala

Asn

80

Ala

1.eu

Glu

Phe

Thr

160

Gln

Gly

Leu

Ser

Cys



225

Thr

Ley

Arg

Asn

Glu

305

ser

Thr

Glu

ASRH

Glu

385

Leu

Ala

Giu

Pro

Gly

Met

Arg

Asp

Asp

Leu

290

Tyr

Thr

Glu

Tyr

Ile

370

Thr

Glu

Lys

Met

Fhe

450

Arg

Lys

Thre

Arg

Glu

275

Pro

Tyr

Phe

Gly

phe

355

Ile

Phe

Gly

Arg

Ile

GIn

val

Cys

Ala

Glu

260

Gln

Glu

Asp

Phe

His

340

Gly

Ata

Asn

Tyr

Ser

420

Gln

Asn

Glu

Ile

ser

245

val

TYr

Asp

Lys

Ile

325

Asp

Glu

Glu

Gln

val

405

Met

Ley

Leu

Leu

Arg

230

val

rhe

Arg

Lys

Gly

Ley

Gln

Lys

Glu

Thr

390

Ala

Ser

LysS

Glu

val

470

Lys

Lys

Gin

Asn

Leu

295

Asp

Ala

Pro

Ala

Asn

375

val

Asn

Asn

Glu

Ile

455

Lys

Lys
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Ala

Asn

Phe

280

Thr

TYyr

Lys

Gin

Leu

360

Asp

Gly

Leu

Trp

Lys

420

Ile

val

His

Ile

Ile

265

iLeu

Lys

Ile

Gly

Leu

345

Ile

val

Thr

ASN

Lys

val

Ala

LysS

Ile

Thr

250

Met

Arg

Ile

Ile

LyS

330

Ile

ser

Ala

Phe

Arg

410

Leu

Ala

Thr

Asn

val

72

235

Asn

Arg

sSer

Ile

Arg

315

val

Lys

ASpP

cys

Glu

355

Asp

Ser

Arg

Leu

Gliu

475

Asp

val

Arg

val

Asp

300

Glu

Lys

Thr

Asp

Leu

380

Glu

AsSp

Lys

Phe

Gly

460

Asn

Thr

Lys

Thr

ser

285

Cys

Gly

val

Leu

val

365

val

Leu

Glu

Ala

ser

445

val

val

Lys

Thr

Ala

270

Leu

ieu

Glu

The

Glin

350

Arg

Ile

Gln

Lys

Leu

430

Ser

Gly

Ala

Gln

Trp

Gin

lLeu

Glu

Glu

GIn

Lys

Ser

Asp

LyS

Arg

Ser

sSer

Gly

Phe

GIn

240

Ala

Ala

Lys

val

Gly

Ala

Arg

Tyr

400

His

Leu

Ser

Phe

Ala

480

Glu



His
Ile
Leu
Arg
545
Thr
Leu
val
Thr
625
Tyr
Met
Arg
Gln
Ile
705

Ala

ASp

val

val

Leu

530

Gly

Glu

Lys

ASp

Phe

610

Gly

Glu

Thr

Lys

Asn

690

Lys

Arg

His

Tyr

Lys

515

Glu

ser

Ala

Pre

Phe

595

Cys

His

Leu

Tyr

Ile

675

Pro

Lys

ser

Ser

ser

500

Leuy

Ala

Phe

Phe

Glu

580

Gly

Gly

Asp

Leu

AsH

660

Thr

Thr

His

Leu

Tyr

485

Glu

Cys

Asp

565

Asn

Phe

Thr

Phe

The

645

Ley

Arrg

Glu

Arg

Piro

725

Phe

Lys

Arg

[Leu

Glu

550

Tyr

tau

Ala

Pro

Sar

630

Gly

Ile

Arg

Arg

Trp

710

Ser

Asp

Arg

Thr

Gl

53

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

615

val

Asn

Leu

Pro

Leu

695

Leu

Pro

Lys
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Ile

Phe

520

Gly

Thr

His

Leu

Lys

600

Tyr

Asp

Pro

Lys

Glu

680

Gly

Asn

Leu

Tyr

Leu
505
Lys
Glu

ser

Arg

val

Phe

Pro

Gly

ASD

AsSnh

Giy

Gin

Pro

490

Glu

Asp

Leu

Lys

Leu

570

Ala

Gly

Ala

Trp

Phe

650

Ile

Leu

Leu

Phe

Arg

730

Pro

73

Glu

Asn

Trp

Phe

555

Gly

Glu

ser

Pro

ser

635

Ser

Glu

Ile

Lys

Asn

715

Glu

Glu

Leu

Lys

ser

540

Cys

Ile

Gly

Gly

Glu

620

l.eu

Gly

Lys

Arg

Asn

700

Trp

Leu

Lys

Cys

Tyr

525

Ile

val

Ile

Tyr

Gin

605

val

Gly

val

Met

Arg

685

Gly

Glu

Lys

Gly

Ser
510
val
Leu
Ala
TYr
Leu
590
Lys
Ile

Ile

Asp

Ile

Gly

Gly

Met

495

Pro

TYr

Arg

Cys

Arg
57%
Lys
Thr
Leu
Leu
Gln
655
Phe
Cys
AsSnh
Leu
Pro

735

Pro

rhe

Met

Asp

val

560

Asp

Lay

Trp

Asn

val

640

Met

fro

Arg

Asp

Lys

720

Ile

Pro
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740 745

Asp Glu Leu Ser Gly Trp Asp Lys Asp Phe
735 760

<210> 57
<211> 686
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> PEPTIDO

«222> (1),,(686)

<400> 57

Tet Gly Thr Leu grg Asp Leu GIn Tyr gaa Leu GIn

Glu Leu Arg ggn Arg Asp Ala Leu %}e Asp Glu Leu

Asp Gln 5{5 Asp Glu Leu Ie Egn Lys Leu GIn Ash

Tyr Arg Ser val Ile arg Pro Ala Thy Gln GIn A1é
50 55 60

Ala Ser Thr tLeu Gln Gly Glu Pro Arg Thr Lys Arg
65 70 75

Ala Glu Pro Thr Ala Phe Asp Ile GlIn Agp Leu Ser
85 9

Pro Phe Tyr Pro Lys Ser Pro Gln Ser Lys Asp Leu
100 105

INe Leu Asp Asn Asp Phe Met i%é Asn Leu GTu Leu

Glu Ile val Asp Cys Met Tyr Pro val Glu Tyr Gly
130 135 140

Ile Ile Lys Glu Gly Asp val Gly Ser Leu val Tyr
145 150 155

Gly Lys val Glu val Thr Lys Glu Gly val Lys Leu
165 170

Pro Gly Lys val Phe Gly Glu Leu Ala Ile Leu Tyr

74

© 750

Glu

Glu

Glu

45

Gln

Gln

His

ITe

Ser

125

Lys

val

cys

Ash

Lys

Leu

30

Leu

Lys

Ala

val

Lys

110

Gln

Asp

Met

Thr

Cys

Ile

15

Glu

Asp

Gln

Ile

Ile

Ser

Glu

Met

175

Thr

Glu

Leu

Lys

Sar

Ser

80

Leu

Ala

Gln

Cys

ASpP

160

Gly

Arg



Thr

Arg

Thr

225

Pro

Tyr

Phe

Pro

Phe

305

ITe

Lys

Asp

ASh

Gly

Thr

Gln

ser

Ala

Gin

210

Gclu

ASp

Glu

Phe

sar

290

Gly

Ala

His

Ala

Leu

370

Phe

Phe

Gln

Asp

Thr
195
Cys
Tyr

Glu

Asn

Glu

Glu

Ala

Leu

Lys

Gly

Ala

Glu

Phe

180

val

Phe

Met

Ile

Gly

260

Ile

Asp

Lys

Glu

Ile

340

Ala

Leu

Arg

Met

His

420

Ile

Lys

GIn

Glu

Leu

245

Glu

ser

Pro

Ala

Ala

325

Gly

Lys

ser

val

Lys

Ile

val

Thr

The

Phe

230

Ser

TYr

Lys

val

Leu

310

val

Gly

Ala

Asp

Glu

390

Ile

Arg

Arg

Leu

Ile

215

Leu

Lys

Ile

Gly

Phe

295

Glin

Thr

Lel

Lys

Phe

375

Leu

Leu

Ser

Leu
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val
200
Met

Lys

Leu

GTn

280

Leu

Gly

Cys

ASp

TYr

360

ASn

val

Lys

Giu

Tyr

185

Ash
Met
Ser

Ala

Arg
Glu
Leu
AS

34

Glu
Ile
Gin
Lys
i

Arg

val

Arg

val

Asn

Thr

Asp

val

330

val

Ala

Ie

Leu

Apr

41

Gin

Thr

75

Lys

Thr

Pro

235

val

Gly

val

Leu

val

315

Ile

Ser

51U

ASp

Lys

395

His

Ile

Phe

Leu

Gly

Thr

Leu

Ala

Thr

Arg

Asp

Asn

Ala

Thr

380

Ser

Ile

Met

Lys

Trp

205

Leu

Phe

Glu

APrg

Ar

28

Lys

The

Arg

Lys

Ala

365

Leu

Glu

val

Glin

Asp

190

Ala

Ile

Gin

Glu

Gly

Glu

Gly

Ala

ASp

Phe

Gly

Glu

Asp

Ile

Lys

ser

Thr

255

Asp

Asp

Asp

Asn

Ser

335

TYE

Phe

val

Ser

Thr

415

Ala

Lys

AsSp

His

Leu

240

His

Thr

ser

Trp

val

320

Phe

Glu

Ala

Gly

Lys

Arg

His

Tyr



Leu

Leu

465

Ala

Tyr

Ala

Lys

Ile

545

Itle

Asp

Glu

L.eu

val

625

Gly

ser

Glu

Tyr

450

Arg

Cys

Arg

Lys

Thr

Leu

Leu

Pro

Phe

610

Lys

Leu

Pro

Pro

<210>

<21l» 762
<212> PRT
<213> Mus musculus

<220>

<221> PEPTIDO

435

Met

Asp

val

Asp

Leu

515

Trp

Asn

Met

Met

Pro

595

Arg

Asp

Arg

Thr

Pro
675

58

Leu

Arg

va'l

Leu

500

val

Thr

Lys

Tyr

Lys

Lys

ASp

Ile

LysS

Asp

660

Pro

Met

Gly

Lys

AsSp

Phe

Gly

Giu

365

Thr

Lys

Asn

G1n

Gly

Thr

Asp

Glu

Ser

470

Ala

Pro

Phe

Cys

His

350

Leu

Tyr

Ile

Pro

Lys

Thr

ser

Asp

Phe
Phe
Glu
Gly
Gly
Asp
Leu
Asn
Ala
815
His
Leu

Asn

Asn
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440

Cys

Glu

Ala

Asn

Phe

520

Thy

Ile

Thr

Ile

Lys

Glu

Lys

Thr

Phe

Ser
680

Leu

Asp

Tyr

Leu

505

Ala

Pro

Ser

Gly

Ile

585

Asn

Arg

Trp

Pro

665

Gly

Gly

Ser

Leu

490

Tle

Lys

Glu

Ala

Ser

570

Leu

Ala

Leu

Phe

Pro

650

Sear

Trp

76

Gly

Thr

475

His

Leu

Lys

Tyr

AS

55

Pro

Arg

Ala

Gly

Glu

Ile

Phe

Asp

Glu

460

Thr

Ser

Asp

Ile

val

540

TYr

Pro

Gly

Asn

Asn

620

Gly

ITe

Pro

Ile

445

Leu

Arg

Lys

His

Gly

Ala

Trp

Phe

Ile

Trp

Phe

Gly

Arg

310

Phe

Pro

ser

Ser

. 5%0

Leuy
605
Leu
Phe

Pro

Glu

685

Ile

Lys

Asn

Sar

Asp

670

Phe

Thr

TYr

Ile

495

Gly

Gly

Glu

Leu

Gly

Met

Lys

Ash

Trg

val

655

Ser

Ile
Thr
480
Ile

Tyr

Lys

Pro

Ile

Lys

Gly

Glu

640

Ala

Asp



<222>
<400> 58

..

Tet Gly Asn

His

Leu

Tyr

Ile

65

Lys

“Sar

val

Pro

Gly

145

AsSp

Ile

ser

Ala

Ser

Glu

His

50

ala

Leu

Pro

Ser

Thr

130

Lys

Ala

Lys

TYyr

Glu

Gly

Arg

35

Leu

Glu

Gin

Asp

L.eu

115

Thr

Ala

Leu

ASp

val

195

Gly

(762)

Gly

Asn

20

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un agente que tiene la formula |

R2 R1
R; X Y—A
R4 Rs (CHy)n g
7
5 R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

10
0 o] O 0 o]
I I I I H 1 H
.C. C. S-S—NH-  -3-N—S—N-3-
};,C\O_E_ % H_g_ _g_H H_g_ §(|s|) NH5  -$N c'85 N-¢ |
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0
H H
N-Ct Foot fnOnt  BN-si SN-5-N4- -CH,0-, -CHNH-
H H 0 I

0) .
2

en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,

15 alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

H if (u) H (Il)
Cuando Y es: .g-N—C—g- -g—O—C—g- -§—N—§_§_
o

7 N
Aes: — = —
=)o = 1) 1K) %8

OH

A es:
O O L <G
W N .
SR

20 en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrégeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;

en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:

84
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R7 RGO R7 RGO R7 R6 o
H

Ro 3 Rs%/‘ ;—LN—E- R N—L£-

Re  Ryo Re Ry Ro Ry

R7 R6 0 R7 RG R7 R6 0

H H I H o H
Re N—L-N—§- R S-N—¢- Ry N—-S—N—§-
O @]
Ro Ry Ro Ry Ro Ry

siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol;

en la preparacion de un medicamente para el tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del

sistema nervioso periférico en el que el medicamento es para la administracion a la neurona sensorial en un ganglio
de la raiz dorsal.

2. Un agente que tiene la férmula |

R2 R1
R; X Y—A
R4 Rs (CHy)n g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

u 2 i e . u%H
§oog  ASwE By W R
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0
H H
$N-C4 foCE 4 Oyt NS —§—H—§—H—§— ~CH,O-, -CH,NH-
H H o) 6

2
en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

H (u) H
Cuando Y es: ‘g‘N_C‘g‘ -g-o_c_g. -§—N—s—§-

7\
Aes: — = —
HOon +COr ) 1K) ég
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Cuando Y es: .g_ -Cs _g. -§-H—S—H'i

OH

Aes: _g@oH $ \_/N f\Q F_@

en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrégeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;

en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:

R7 R6 o R7 R6 0 R7 R6 o
H
Rg 3 RSAQ_LNg RSAQ*NJ%
Re  Ryo Re Ry Ro Ry
R R R Re R 6
’ 6|-| % H ’ 9 p H (n) H
Re N—N—§- Re S-N—$- Rq N-$—N—§-
0] O
Ro Ryg Ro Ry Ro Ry

siendo R6-R10 independientemente hidrogeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol;

para su uso en el tratamiento de dolor crénico en un sujeto que padece hiperalgesia del sistema nervioso periférico en
el que el medicamento es para la administracion a la neurona sensorial en un ganglio de la raiz dorsal.

3. El uso de la reivindicacion 1 o el agente de la reinvidicacion 2, en el que el agente es balanol.
4. El uso de la reivindicacion 1 o el agente de la reinvidicacion 2, en el que el agente es una variante de balanol.

5. El uso o el agente de la reivindicacion 4, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que consiste en
balanol-7R, 14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido transportador, una variante de
balanol unida a un péptido transportador, balanol unido a un péptido portador, una variante de balanol unida a un
péptido portador, balanol unido a un péptido transportador y un péptido portador y una variante de balanol unida a un
péptido transportador y un péptido portador.

6. Un dispositivo transdérmico que contiene una cantidad eficaz de un agente que tiene la féormula I:
R2 R1

R; X Y—A
Re Rs (CH2:)[1 g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:
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O O 0) 0)

I I I I H 1 H
};,C\O_g_ ,%—C\H_g_ _E_H/C\N_g_ —§—(|s|)—NH% —§—N—(|S|)—N—§—
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0

H H

‘E_N_lé_g' _g_o_lé_g_ 'E‘H,C\H‘E' _E_N_#_g' @-H-#-H-g- -CH,0-, -CH,;NH-
O 0 :

en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
5 alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

Cuando Y es: .g_H_(”:_g. -g-o_&_g. .g_H_g_g_

Aes: — = —
'EQOH QN s / 'E&é -

y
10
(”) H Q H
Cuando Y es: _g_N/C\ N_E' _E_N_g_N_g_
H H I
(0]
OH
Aes g _ N/ \ .
- OH
Qo O e
N
A S
)
N ¥
en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;
y
en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:
15
R Re R Re R Re
i 0 . o) i e
Re § Re N—$  Rg N—LL$-
Re  Ryo Re Ry Ro Ry
R Re R Re R 6
’ H % H ’ 9 p H (n) H
Re N—L-N-§ Rg S-N—¢- Ry N-S—N—§-
0] 0]
Ro Ryg Ro Ry Ro Ry

siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
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CH3SO2NH-) y tetrazol;

7. El dispositivo transdérmico de la reivindicacion 6, en el que el agente es balanol.

8. El dispositivo transdérmico de la reivindicacion 6, en el que el agente es una variante de balanol.

9. El dispositivo transdérmico de la reivindicacion 8, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que
consiste en balanol-7R, 14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido transportador, una
variante de balanol unida a un péptido transportador, balanol unido a un péptido portador, una variante de balanol
unida a un péptido portador, balanol unido a un péptido transportador y un péptido portador y una variante de balanol
unida a un péptido transportador y un péptido portador.

10. El dispositivo transdérmico de la reivindicacion 6, 7, 8 0 9, en el que el agente que tiene la férmula | esta unido a
un péptido transportador.

11. El uso de un agente que tiene la formula I:

R2 R1
R; X Y—A
Re Rs (CH2:)[1 g
7
R
Formula |

enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:

u 2 i e . u%H
§oog  ASwE By W R
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
0] O I O 0
H H
N-Ct Foot fnOnt  BN-si SN-5-N4- -CH,0-, -CHNH-
H H fe} I

2
en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,

Cuando Y es: -§-H—C-§- 4-0-C+- .g_H_g_g_

7 N
Aes: — = —
HOon +COr ) 1K) ég

y
O
I O
Cuando Y es: 'g‘N/C\N-E' _E_H_g_n_g_
H H (")
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Aes:
es OH

o O f\Q }LG
) SR

en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;

en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;

en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, 0 un grupo seleccionado de los siguientes:

5
R R6 R7 RG R R6
7 o) 0 K e
R ¢ Ry N—§ Ry N
R
Ro Ry 9 Rqo Ro Ry
R Rs R Re R 6
K 0 ! 0 A 0
H H I H i H
Re N—L-N—§- R S-N—¢- Ry N-S—N—§-
R © R ©
Ro Ry 9 Ry 9 Ry
siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,
CH3SO2NH-) y tetrazol;
10 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de dolor crénico en el que el medicamento es para la
administracion al sistema nervioso central.
12. Un agente que tiene la férmula I
R2 R1
Rj X Y—A
Re Rs (CH2: )n g
i
15 R
Férmulal
enlaquenes1,203;ZesNoCH;
en la que X representa uno de los siguientes grupos funcionales:
20
O O
(u) ICI: ICI: (||) 2 H (||) H
};,C\O_g_ A §-S—NH5  -§N-S—N¢
H H H (@] O ;
en la que Y representa uno de los siguientes grupos funcionales:
O
O
H % : .C. i 2 HOH
FN-CE F0CE ENTNE ENRE N-S-N§ -CHO- CHoNH-
H H o) 5 )
2
en la que A representa grupos arilo o heteroarilo no sustituidos o sustituidos con uno o mas grupos alquilo inferior,
25

alcoxi inferior, hidroxi, alcoxi, amino, alquilamino o halégeno, de manera que, donde A es un grupo arilo o heteroarilo,
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o)
Cuando Y es: .g_H—(“;-g- -g—o—é':—g- -§—H—§—§-

7 N
Aes: — = —
=)o = 1) 1K) %8

y
0]
I O
Cuando Y es: _E_N/C\N_E_ _E_H_g_n_g_
H H i

OH

A es:
OSE O TN O REe
W N .
0 SR

5 en la que R es hidrégeno, alquilo inferior,0 amidino;
en la que R1, R2, R4, R5 es independientemente hidrogeno, hidroxilo, alcoxi inferior, amino o halégeno;

en la que R3 es alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, ariloxi, o un grupo seleccionado de los siguientes:

R7 R6 o R7 R6 0 R7 R6 o
H

Rg 3 RSAQ_LNg RSAQ*NJ%

R Ry Ro Ry 9 Ry

R7 RG 0 R7 GO R7 R6 0

H H I H i H
Re N—N—§- Re S-N—$- Rq N-$—N—§-
0] 0]
Ro Ryg Ro Ry Ro Ry

10

siendo R6-R10 independientemente hidrégeno, hidroxi, alquilo inferior, alcoxi inferior, haldégeno, trifluorometilo,
carboxi, alcoxicarbonilo, amino, alquilamino, alquilcarbonilamino, alquilsulfonilamino (por ejemplo, CF3SO;NH-,

CH3SO2NH-) y tetrazol;

para su uso en el tratamiento del dolor crénico en el que el medicamento es para la administracion al sistema nervioso

15 central.

13. El uso de la reivindicacion 11, o el agente de la reivindicacion 12, en el que el agente es balanol o una variante de

balanol.

20 14. El uso o el agente de la reivindicacion 13, en el que la variante de balanol se selecciona del grupo que consiste en
balanol-7R, 14-descarboxi-balanol, 10-desoxi-balanol, balanol unido a un péptido portador y una variante de balanol

unida a un péptido portador.
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