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USO DE ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR TRPA1 PARA EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES ASOCIADAS A INFECCIONES
BACTERIANAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con el uso de ligandos antagonistas de los receptores
TRPA1 para la prevencién y/o tratamiento de enfermedades ocasionadas por

infecciones bacterianas o por exposicidon a endotoxinas bacterianas.

ANTECEDENTES

Las infecciones bacterianas se acompafian de dolor somatico o visceral que se atribuye a
la sensibilizacion de los nociceptores como consecuencia de la activacion de respuestas
inflamatorias. La capacidad patogena de las bacterias gram negativas, generalmente se
asocia con ciertos componentes de su membrana externa, en particular, el
lipopolisacarido (LPS), también conocido como endotoxina (Raetz C. y Whitfield C,,
Annu. Rev. Biochem., 2002, 71, 635-700). Cuando las bacterias son lisadas por las
células del sistema inmunitario o por la accién de los antibioticos, el LPS se libera a

nivel local y sistémico.

El LPS puede inducir varias reacciones potencialmente letales, incluyendo una fuerte
estimulacion de la respuesta inmune (Akira S. y Takeda K., Nat.Rev.Immunol.,2004, 4,
499-511; Poltorak A. y col., Science, 1998, 282, 2085-2088), la constriccion de las vias
respiratorias (Michel O. y col., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 1996, 154, 1641-1646) y
una vasodilatacion arterial que puede llevar a una severa caida en la presion arterial
(Landry D. W. y Oliver J. A., N.Engl.J.Med, 2001, 345, 588-595). Adema4s, el LPS
puede inducir sintomas de irritacion y dolor que acompafian a muchas infecciones
bacterianas topicas y sistémicas. Cabe destacar que el dolor agudo y crénico es un
sintoma muy frecuente en la meningitis, la pulpitis, el dolor de las heridas infectadas,
cistitis bacteriana, la prostatitis cronica y el dolor abdominal crénico en el sindrome de
intestino irritable post-infeccioso (Michel O. y col.,, Am. J. Respir. Crit. Care Med,,
1996, 154, 1641-1646).
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Ademas, el LPS puede ser adquirido por la exposicion al aire contaminado, polvo
organico y el polvo en los hogares, lo que influye en la exacerbacion de los sintomas del
asma (Michel O. y col., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 1996, 154, 1641-1646). Incluso
el humo de los cigarrillos contiene lipopolisacaridos, de los cuales aproximadamente el
1% persiste con capacidad bioactiva a la combustion, y se ha demostrado que fumar un
paquete de cigarrillos diarios proporciona una dosis de LPS respirable que es
comparable a los niveles de LPS que producen efectos adversos para la salud en
trabajadores de la industria del algodon (Hasday y col., Chest, 1999, 115, 829-835). La
exposicion al LPS provoca una respuesta inflamatoria acompaifiada de hipersensibilidad
de las vias respiratorias, por lo que el LPS del humo del cigarrillo podria contribuir a la
etiologia y/o exacerbacion de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)

(Kharitonov y col., Contrib. Microbiol., 2007, 14, 83-100). Ademas, podria contribuir a

la patogénesis de la bronquitis cronica que se desarrolla en fumadores activos y pasivos

(Hasday y col., Chest, 1999, 115, 829-835).

Por otra parte, hay que sefialar que los diferentes tipos de LPS y lipidos A son
demasiado téxicos para su uso como adyuvante en vacunas humanas y se han hecho
numerosos intentos para detoxificar el LPS sin afectar a su capacidad inmunogénica. En
este sentido, un derivado de LPS, MPL (lipido 3-O-descil-4’-monofosforilado),
modificado a partir del LPS de la pared celular de la bacteria gram negativa Salmonella
minnesota, se usa como adyuvante en vacunas humanas comercializadas, debido a que
presenta una menor capacidad proinflamatoria (Mata —Haro et al., Science, 2007, 15,

316, 1628-32).

Las dianas principales del LPS son las células presentadoras de antigeno (APC) del
sistema inmune donde se activa el receptor tipo Toll 4 (TLR4). La activacion del TLR4
supone la estimulacion de una via de sefializacion en APCs que es critica para la
liberacién de citoquinas pro-inflamatorias (TNF-alfa, IL-1, IL-6). Estas citoquinas
contribuyen a potenciar la respuesta inmune. Estudios recientes han documentado la
expresion de TLR4 en neuronas (Wadachi y col., J. Dent. Res. 2006, 85, 49-53; Acosta
y col., J. Neurosci. Res., 2008, 86, 1077-86), pero hasta la fecha es una cuestion

pendiente si el LPS puede provocar directamente la excitacion de las fibras nerviosas

aferentes, y en particular, de las neuronas nociceptoras.
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(98]

Las neuronas nociceptoras reconocen estimulos mecanicos, térmicos y quimicos que
pueden resultar dafiinos para el organismo. Por ello, los nociceptores son considerados
como guardianes de la integridad tisular, y la nocicepcion como un mecanismo de
seguridad esencial para la vida. A nivel molecular, los nociceptores poseen en sus
terminales un conjunto de receptores proteicos que reconocen y transducen los

estimulos nocivos de tipo fisico (mecanicos, osmoticos y térmico) y quimicos.

Los canales TRP (Receptores de Potencial Transitorio) constituyen un familia de
receptores nociceptores subdivididos en 8 subfamilias: TRPC, TRPM, TRPV, TRPA,
TRPP, TRPML, TRPN y TRPY. Estos receptores juegan un papel fundamental en la
transduccion de las distintas modalidades somatosensoriales en mamiferos, incluyendo
la sensibilidad térmica, la recepcion de feromonas, la regulacion del tono vascular, la
nocicepcion y el dolor. Cada vez es mas evidente que los canales TRP son muy
importantes en la fisiologia sensorial y que su alteracion funcional, bien mediante
mutaciones o por estimulos nocivos o factores pro-inflamatorios, conduce a estados

patologicos en humanos.

En particular, el receptor TRPA1 es un canal i6nico permeable de calcio no selectivo
que regula el potencial de membrana modulando el flujo de cationes, no solo de calcio,
sino también de otros iones como el sodio. Como otros miembros de la familia, los
canales 10onicos funcionales de TRPA1 se forman a través de la tetramerizacion de 4
subunidades, cada uno conteniendo seis dominios transmembrana, un ciclo de poro
entre el dominio transmembrana 5 (S5) y 6 (S6) y N- y C-términos intracelulares.
TRPA1 es expresado en neuronas sensoriales y co-localizado con marcadores de dolor
tales como TRPVI1, péptido relacionado con el gen cacitonina y receptor de
bradiquinina (Corey D.P. y col, Nature 2004, 432, 723-730) En modelos de dolor, el
bloqueo de la expresion de TRPA1 a través de antisentidos de gen especifico ha evitado
e invertido la hiperalgesia inducida por inflamacién y dafio a nervios (Obata, K. y col.,
Journal of Clinical Investigation, 2005, 115, 2393-2401). Ademas, el bloqueo de genes
de TRPAI altera la sensibilidad y evita la hipersensibilidad dolorosa evocada por
bradiquinina (Kwan, K.Y. y col., Neuron 2006, 50, 277-289). Colectivamente, estos
datos sugieren que TRPA1 juega un papel importante en las funciones sensoriales y los

estados de dolor.
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Como un canal i6nico de compuerta de ligando, TRPA1 puede ser activado a través de
una variedad de estimulos, incluyendo el frio nocivo, cationes de calcio intracelular,
sustancias endogenas (por ejemplo bradiquinina), productos naturales pungentes (por
ejemplo isotiocianato de arilo, o AITC), irritantes ambientales (por ejemplo, acroleina),
moléculas anfipaticas (por ejemplo, trinitrofenol y clorpromazina) y agentes
farmacéuticos (por ejemplo, URB597). La bradiquinina activa TRPA1 indirectamente a
través de la via de fosfolipasa C después de la union de ésta a sus receptores. El
trinitrofenol y la clorpromazina abren el canal idnico TRPAT1 induciendo una curvatura
o crenacion en la membrana de la bicapa lipidica (Xu, H. y col., Nat. Neurosci., 2006, 9,
628-635). Mas recientemente, se ha mostrado que los agonistas de TRPA1 pueden
directamente interactuar con la proteina de canal. AITC y cinamaldehido modifican
covalentemente varios residuos de cisteina y lisina localizados en el término N
citoplasmico y activan dicho canal (Hinman, A. y col., Proceedings of the National
Academy of Science USA, 2006, 103, 19564-19568). Ademas, el cation calcio
intracelular se une a los dominios del extremo EF de término N y media la abertura del

canal (Zurborg, S: y col., Nature Neuroscience, 2007, 10, 277-279).

Todos estos hallazgos han revelado papeles fisiologicos potenciales de TRPAI1, y
también indican que la compuerta del canal i6nico TRPA1 puede involucrar diferentes
mecanismos y determinantes moleculares. De esta manera, la modulaciéon de TRPA1
puede tener muchas aplicaciones industriales y terapéuticas. En particular, diversos
antagonistas de TRPA1 han sido descritos en el estado de la técnica como farmacos

potencialmente adecuados en el tratamiento del dolor nociceptivo y neuropético.

Asi, los documentos W02009/089082, W02009/147079 y W02007/073505 describen
el uso de distintos compuestos antagonistas de TRPA1 para el tratamiento del dolor,
entre los que se menciona dolor crénico, dolor nociceptivo y dolor inflamatorio, asi
como de enfermedades pulmonares tales como asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y constriccion de bronquios. Por su parte, el documento US2010/0137259
describe el uso de isopentenil pirofosfato como agente inhibidor de la actividad del
receptor TRPA1 para el tratamiento del dolor. Dicho dolor resulta de la activacion del
TRPATI por estimulos como baja temperatura, un estimulo inflamatorio, un estimulo
mecanico, etc. La solicitud W0O2007/098252 hace referencia al uso de antagonistas en

general de TRPAI1 para el tratamiento de hiperalgesia, donde dichos antagonistas
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bloquean especificamente la activacion de TRPAI, suprimiendo o inhibiendo la
quimiosensacion, termosensacion 0 mecanosensacion nociva en un sujeto. Eid, SR. y
col. (Mol. Pain, 2008, 4, 48) muestran resultados del papel que juega el TRPATI en los
mecanismos responsables de la hipersensibilidad mecanica observada en modelos de
dolor inflamatorio y neuropatico, mediante la administracién oral de HC- 030031, un
conocido antagonista del TRPA1. El documento de Kunkler y col. (Pain, 2011, 152(1),
38-44) hace referencia al papel del TRPA1 en procesos inflamatorios neurogénicos
mediados por CGRP, un péptido liberado por estimulacion de neuronas trigeminales
junto con la sustancia P. En particular, se demuestra en modelos de ratones que
conocidos agonistas de TRPA1 e irritantes medioambientales estimulan la liberacion de
CGRP de las neuronas trigeminales y que esta liberacion queda bloqueada por HC-
030031. Ademas, agonistas de TRPA1 aumentan también el flujo sanguineo meningeo
tras su administracion intranasal. La aplicacion previa en venas durales de un
antagonista de CGRP (CGRP 8-37) o la administracion intranasal o dural de HC-
030031 bloquea el aumento en el fluyjo sanguineo inducido por irritantes
medioambientales. Con ello demuestran que la activacion del receptor TRPA1 mediante
irritantes medioambientales estimula la liberacion del CGRP y aumenta el flujo

sanguineo en el cerebro lo que contribuye a la aparicion de dolores de cabeza.

André E. y col. (J. Clin. Invest., 2008, 118(7), 2574-82) identifican a los aldehidos a,[3-
insaturados presentes en el humo de los cigarros como inductores de la inflamaciéon
neurogénica de las vias respiratorias mediante la estimulacion de TRPA1, sugiriendo el
papel de este receptor en la patogénesis de las enfermedades inducidas por el humo del
tabaco. En este sentido, Caceres Al y col. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2009, 106(22),
9099-104) describen el papel del TRPA1 en la inflamacion e hiperreactividad de las
vias respiratorias en episodios de asma ocasionados por alérgenos y productos irritantes,
y la capacidad del HC-030031 para inhibir la inflamacion de eosinofilos y prevenir el

desarrollo de la hiperreactividad de las vias respiratorias

En el documento de Pozsgai y col. (Cardiovasc. Res., 2010, 87(4), 760-8) se describe
como el TRPA1 media en la vasodilatacion y puede ocasionar cambios en la presion
sanguinea, evidenciando la relevancia patofisiologica del receptor TRPA1 en el sistema

cardiovascular.
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A pesar de los numerosos documentos que describen la utilidad terapéutica de los
antagonistas de TRPA1, hasta la fecha no se ha descrito la capacidad de éstos para tratar
enfermedades ocasionadas por infecciones bacterianas, en particular aquéllas

producidas como consecuencia de la liberacion de LPS a nivel local y sistémico.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han identificado al receptor TRPA1 como una
nueva diana molecular de los efectos de los lipopolisacaridos (LPS) de las bacterias
gram negativas en el sistema nervioso periférico. Dichos efectos incluyen el incremento
de la resistencia de las vias respiratorias, la vasodilatacion de arterias y el dolor agudo e
inflamatorio. Los resultados obtenidos indican que el LPS activa potencialmente el
receptor TRPA1 y que este canal iébnico media en gran parte la respuesta inducida por el

LPS en neuronas nociceptoras.

Estos resultados resultan de gran relevancia en el desarrollo de alternativas para el
tratamiento del dolor agudo e inflamatorio asociado a las infecciones bacterianas y para
el tratamiento de las enfermedades pulmonares asociadas a la exposicion de

endotoxinas.

En particular, se han estudiado los efectos del LPS sobre el canal i6nico TRPA1 de
ratén y humano, sobreexpresado de forma heterdloga en la lineas celulares CHO (CHO-
Al) y HEK293, encontrandose que la aplicacion extracelular de LPS induce un aumento
dosis-dependiente y reversible de la concentracion de Ca®” en células que expresan
mTRPAI1. La estimulacion del TRPA1 por LPS fue confirmada mediante la técnica
electrofisiologica “patch clamp”, observandose que la aplicacién del LPS aumenta
significativamente la amplitud de las corrientes registradas en células CHO-A1. Ademas
se ha estudiado el efecto del LPS sobre el canal ionico TRPA1 expresado de forma

nativa en neuronas sensoriales primarias de los ganglios nodoso y trigémino.

Con el fin de demostrar el papel del TRPA1 en los efectos causados por el LPS, se han
efectuado ensayos in vivo y ex vivo que han puesto de manifiesto que el TRPA1
contribuye a los cambios funcionales en la ventilacién pulmonar, a la vasodilatacion de

arterias mesentéricas y al dolor agudo e inflamatorio inducidos por LPS de £. coli.
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Se ha demostrado ademas que la administracién de antagonistas del receptor TRPA1
inhibe de forma significativa estos efectos. Por tanto, estos resultados han puesto de
manifiesto la utilidad de los compuestos antagonistas o inhibidores de la actividad del
receptor TRPA1 para el tratamiento de enfermedades asociadas a infecciones

bacterianas inducidas por LPS o a la exposicion a endotoxinas bacterianas.

Asi, la invencion se dirige al uso de un inhibidor de TRPA1 o de un inhibidor de una
variante funcionalmente equivalente de dicha proteina, en la preparacion de un
medicamento dirigido al tratamiento o prevencion de enfermedades o disfunciones

producidas por infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas bacterianas

En una realizacion particular, dichas infecciones bacterianas son causadas por los

lipopolisacéaridos procedentes de la membrana externa de la bacteria Escherichia coli.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. (A, B y C) Ejemplos de los efectos del LPS (10 pg/ml) sobre la [Ca*"]; en
neuronas disociadas de ganglio nodoso, y procedentes de ratones WT (A), 7/r4 KO (B)
y Trpal KO (C). El cinamaldehido (CA, 100 uM) y la capsaicina (Caps, 100 nM) se
aplicaron para identificar células que expresan TRPA1 y TRPV1, respectivamente. (D)
Porcentaje de neuronas sensoriales del nodoso y trigeminales que responden al LPS
(azul), CA (rojo), o ambos (purpura). Las etiquetas ‘WT + HC’ y ‘WT after HC’ se
refieren a las respuestas del LPS (10 ug/ml) observadas en presencia de HC-030031, y
tras interrumpir su aplicacion, respectivamente. (E) Ejemplo del efecto del LPS sobre la
frecuencia de disparo de una fibra nociceptora polimodal de raton. Calor (42°C), frio
(15°C), LPS (200 pg/ml), MO (100 uM) y capsaicina (5 pM) se aplicaron durante los
periodos indicados con las correspondientes barras. (F) Frecuencia media de disparo de
fibras nociceptoras registradas en presencia del LPS o MO, normalizadas con respecto

al valor medio registrado en control (* p <0.05y ** p<0.01,n=11).

Figura 2. (A) Registro fluorimétrico de calcio intracelular, en el que se muestra el
efecto del LPS sobre células CHO-A1. En este experimento, el 46 % de las células que
expresan TRPAT1 (sensibles a la aplicacion de MO) respondieron al LPS (trazos negros,
n = 25). Las células CHO-A1 que no respondieron al LPS (trazos azules, n = 29)

mostraron respuestas mas pequefias a MO. Las células que no respondieron a MO
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(trazos rojos) tampoco respondieron al LPS (n = 12). Los trazos continuos representan
las medias y los trazos punteados representan las medias + el correspondiente SEM. (B),
Curva dosis-respuesta de los incrementos de [Ca”"]; evocados por el LPS (>80 células
por cada punto). La curva sigmoidal representa el ajuste a la ecuacion de Hill. (C) Curso
temporal de la corriente mediada por TRPAT en respuesta a la aplicacion de LPS y MO,
monitorizada a -75 y +75 mV. Los puntos coloreados corresponden a los trazos de
corriente mostrados en el panel derecho. (D) Valor promedio de la amplitud maxima de
las corrientes (normalizadas con respecto al control) durante la aplicacién extracelular
de LPS (20 pg/ml) sobre células CHO-A1 (n=7) y células CHO control (mock, n = 6)
(T = 25°C). (E) Columna a la izquierda, amplitud méxima de las corrientes mediadas
por TRPA1 (normalizadas respecto de la corriente control) en presencia de 20 pug/ml de
LPS (n = 4). En otra serie experimental, los efectos del LPS se evaluaron tras la pre-
aplicacion de HC030031 (HC + LPS), después del lavado del HC030031 (LPS, wash
HC) y la posterior aplicacion de HC030031 (LPS + HC) (n = 5, T = 33°C). Las
diferencias estadisticamente significativas se indican con un asterisco (p < 0.05) o dos

asteriscos (p < 0.01).

Figura 3. (A) Corrientes mediadas por TRPA1 en células CHO-A1 en respuesta a un
protocolo de pulsos de voltaje en control y en presencia de LPS de £. coli. (20 pg/ml)
(B) Valor promedio de la dependencia de voltaje de las corrientes de cola mediadas por
TRPA1 y monitorizadas a -75 mV en control y en presencia de 20 pg/ml de LPS (n =
6). Los datos se normalizaron con respecto al valor obtenido a + 175 mV en control. Las
curvas representan el ajuste de los datos a una funcion de Boltzmann (C) Elevacion
media de [Ca’"]; en células CHO-A1 en respuesta a trinitrofenol, LPS en solucion

control y LPS en presencia de trinitrofenol. (D) Registro fluorimétrico de la [Ca®];

que
muestra el efecto de la aplicacion extracelular de Lipido A sobre células CHO-AL. El
36% de las células que expresan TRPA1 (sensibles a MO) respondieron al Lipido A
(trazos negros, n = 50). Las células que expresan TRPA1 y fueron insensibles al Lipido
A (trazos rojos, n = 87) mostraron respuestas mas pequefias a MO. Las células no
transfectadas (trazos azules) no respondieron al Lipido A (n = 20). Los trazos continuos
representan las medias y los trazos punteados representan las medias + el

correspondiente SEM. (E) Elevacion promedio de la [Ca®"]; evocada por extractos de

LPS de FE. coli, S. marcescens y N. meningitidis (20 ug/ml) en células CHO-A1 (n > 25
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para cada trazo). (F) Amplitud promedio de la [Ca®"]; evocada por varios LPS con lipido

A de diferente conformacion en células CHO-A1 (n = 26-129).

Figura 4. (A) Efectos de un aerosol de LPS (15 min, 100 pg/ml en HBSS) sobre el
Penh en ratones WT (n = 6) y 7Trpal KO (n = 6). Las lineas continuas representan el
valor promedio y las bandas coloreadas representan el correspondiente rango de
promedio £ SEM. (B y C) Promedio de los incrementos relativos de la pausa
inspiratoria (EIP) y de la pausa espiratoria (EEP) inducidos por el aerosol de LPS. (D)
Resumen del efecto de una perfusion de LPS (100 ug/ml) sobre el diametro de arterias
mesentéricas de ratones WT y Trpal KO en condicion control y en presencia de HC-
030031 (10 uM). Las arterias fueron pre-contraidas con el agonista beta adrenérgico
fenilefrina (2 uM). (E) Resumen de los efectos de la inyeccion intraplantar de LPS (5
ug/ul in 10 pl) en la respuesta nociceptiva de ratones WT y 7rpal KO con dos
diferentes fondos genéticos. (F) Umbral de fuerza mecanica necesaria para la retirada de
la pata en respuesta a estimulacion mecanica, antes y después de la inyeccion
intraplantar de LPS (5 pg/ul). (G) Correlacion entre la inflamacion producida en la pata
por varios LPS de diferentes formas (azul y rojo para cilindrico, y negro para cénico; n
= 5-9) con la potencia de activacion de TRPA1 (estimada de la amplitud de la respuesta
de Ca® evocada en células CHO-AIl; Fig. 3E). El triangulo vacio representa la

inflamacion inducida por el LPS de E. coli en ratones Trpal KO (n=4).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han encontrado de forma sorprendente que los
lipopolisacaridos (LPS) presentes en bacterias gram negativas activan los receptores
TRPAI y que esta activacion provoca un aumento dosis-dependiente y reversible de la
concentracion de Ca’" en células que expresan mTRPA1. Ademas, este efecto puede

evitarse mediante el empleo de antagonistas de los receptores TRPAT1.

Este hallazgo abre la posibilidad de terapias mejoradas para enfermedades ocasionadas
por infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas bacterianas mediante el uso

de inhibidores o antagonistas del receptor TRPA1.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencion se refiere al uso de un inhibidor de TRPA1

o de un inhibidor de una variante funcionalmente equivalente de dicha proteina, en la
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preparacion de un medicamento dirigido al tratamiento o prevencion de enfermedades o
disfunciones producidas por infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas
bacterianas. Alternativamente, la invencion se relaciona con un inhibidor de TRPA1 o
con un inhibidor de una variante funcionalmente equivalente de TRPAT1 para su uso en
el tratamiento o prevencion de enfermedades o disfunciones producidas por infecciones
bacterianas o por exposicion a endotoxinas bacterianas. Alternativamente, la invencidén
se relaciona con un método para el tratamiento o prevenciéon de enfermedades o
disfunciones producidas por infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas
bacterianas que comprende la administracion a un sujeto que la necesita de una
composicion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor del
receptor TRPA1 o de un inhibidor de una variante funcionalmente equivalente de

TRPAL.

Aunque puede tratarse una variedad de sujetos, se prefiere particularmente que el sujeto

sea un ser humano.

El término “TRPA1”, “receptor TRPA1”, “proteina TRPA1” y “canal i6nico TRPA1”
se utilizan de forma indistinta en la presente invencion. Dichos términos se refieren a un
canal i6nico permeable de calcio no selectivo, perteneciente a la familia de los
receptores de potencial transitorio (TRP), que regula el paso de cationes como el calcio
y el sodio a través de la membrana celular. La activacion de este canal idnico permite el
paso de los cationes extracelulares al citoplasma a través del mismo, lo que conlleva la
despolarizacion de la membrana celular de las neuronas sensoriales y contribuye de este
modo a la generacion de potenciales de accion que finalmente se transmiten al cerebro

para reconocer, entre otros, el dolor.

Como otros miembros de la familia, los canales i0nicos TRPA1 funcionales se forman a
través de la tetramerizacion de 4 subunidades, cada uno conteniendo seis dominios
transmembrana, un ciclo de poro entre el dominio transmembrana 5 (S5)y 6 (S6) y N-y

C-términos intracelulares.

Proteinas TRPA1 adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
la secuencia de aminoécidos definida como SEQ ID NO:1, o un polipéptido equivalente
o un fragmento bioactivo funcional de las mismas. El TRPAI incluye también

polipéptidos que mantienen una funcién del TRPA1 y comprenden: (i) toda o una
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porcion de la secuencia de aminoacidos definido como SEQ ID NO:1; (ii) la secuencia
de aminoacidos definida como SEQ ID NO:1con1a?2, 3,5, 7,10, 15, 20, 30, 50, 75 o
mas sustituciones de aminoacidos; (iii) una secuencia de aminoacidos que es al menos
70%, 75%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 06 99% idéntica a la secuencia definida
como SEQ ID NO:1; o (iv) fragmentos funcionales de la misma. Estos polipéptidos
también incluyen homologos, por ejemplo ortdlogos y pardlogos, de la secuencia

definida como SEQ ID NO:1.

El término “TRPA1” se refiere también a un acido nucleico que codifica un polipéptido
de la invencion, por ejemplo, un acido nucleico que comprende una secuencia
consistente en, o sustancialmente consistente en, una secuencia polinucleotida definida
como SEQ ID NO:2 que codifica para la proteina definida en el parrafo anterior. Tanto
si se especifica de forma explicita o no en la presente invencion, un experto en la

materia entenderia facilmente si TRPAT se refiere a un 4cido nucleico o a una proteina.

Asimismo, la invencion contempla el uso de inhibidores de variantes funcionalmente
equivalentes de dichas proteinas. Por “variante funcionalmente equivalente” se entiende
todos aquellos polipéptidos derivados de la secuencia de TRPA1 mediante
modificacion, insercion y/o delecion de uno o mas aminoacidos, siempre y cuando se

mantenga sustancialmente la funcion de la proteina TRPA1.

Variantes funcionalmente equivalentes de TRPA1 incluyen aquellas que muestran al
menos un 25%, al menos 40%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos
90%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de
identidad de secuencia con respecto a las secuencias de TRPAI indicadas
anteriormente. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede
determinarse por métodos convencionales, por ejemplo, mediante algoritmos estandar
de alineamiento de secuencias conocidos en el estado de la técnica, tales como, por
ejemplo BLAST (Altschul S.F. et al. Basic local alignment search tool. J] Mol Biol.
1990; 215(3):403-10). El experto en la materia entendera que las secuencias de
aminoacidos a las que se hace referencia en esta descripcion pueden estar modificadas
quimicamente, por ejemplo, mediante modificaciones quimicas que son

fisiologicamente relevantes, tales como, fosforilaciones, acetilaciones, etc.
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Tal como se usa en el presente documento, los términos “tratar”, “tratamiento” y “de
tratamiento” se refieren a la mejora de uno o mas sintomas asociados con una
enfermedad que resulta de la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de
la composicién de la invencion o una preparacion farmacéutica que comprende la
misma, a un sujeto que necesita dicho tratamiento. Por tanto, “tratamiento” tal como se
usa en el presente documento cubre cualquier tratamiento de una enfermedad, un
trastorno o un estado de un mamifero, particularmente un ser humano, e incluye: (a)
prevenir que la enfermedad o el estado se produzca en un sujeto que puede estar
predispuesto a la enfermedad o el estado pero no se ha diagnosticado aun que la/lo
tiene; (b) inhibir la enfermedad o el estado, es decir, detener su desarrollo; o (¢) aliviar
la enfermedad o el estado, es decir, provocar la regresion de la enfermedad o el estado o
la mejora de uno o mas sintomas de la enfermedad o el estado. La poblacion de sujetos
tratados mediante el método incluye un sujeto que padece el estado o la enfermedad
indeseable, asi como sujetos en riesgo de desarrollar el estado o la enfermedad. Por
tanto, un experto en la técnica comprende que un tratamiento puede mejorar el estado
del paciente, pero puede no ser una cura completa de la enfermedad. Tal como se usa en
el presente documento, los términos “trastorno” y “enfermedad” se usan de manera
intercambiable para referirse a un estado anémalo o patologico en un sujeto que altera

funciones corporales y puede ser mortal.

La frase “cantidad terapéuticamente eficaz” se usa en el presente documento para querer
decir una cantidad suficiente para evitar y preferiblemente reducir en al menos
aproximadamente el 25 por ciento, mas preferiblemente en al menos el 50 por ciento,
los mas preferiblemente en al menos el 90 por ciento, un cambio clinicamente
significativo en una caracteristica de la patologia. En lo que se refiere a la presente
invencion, la expresion también puede significar una cantidad suficiente para mejorar o
revertir uno o mas sintomas asociados con una enfermedad ocasionada por una
infeccion bacteriana o por exposicion a endotoxinas bacterianas. En particular, una
“cantidad terapéuticamente eficaz” del tratamiento puede dar como resultado la mejora,
reduccién o eliminacion de al menos uno de los siguientes sintomas: dolor agudo, dolor
crénico, dolor nociceptivo, dolor inflamatorio, constriccion e inflamacion de las vias
respiratorias, e hipotension asociada al shock séptico. Cuando se aplica el principio

activo a un individuo, administrado solo, la expresion se refiere a ese principio solo.
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Cuando se aplica en una combinacion, la expresion se refiere a cantidades combinadas
de los principios activos que dan como resultado el efecto terapéutico, ya se administre

en combinacion, en serie o de manera simultanea

El término “sujeto” se refiere a un animal, preferiblemente un mamifero incluyendo un
no primate (por ejemplo una vaca, un cerdo, un caballo, un gato, un perro, una rata o un
ratébn) y un primate (por ejemplo un mono o un ser humano). En una realizacion
preferida, el sujeto es un perro. En una realizacion mas preferida, el sujeto es un primate

que, en una realizacion todavia mas preferida, dicho primate es un ser humano.

Inhibidores del receptor TRPAI

El término “inhibidor de TRPA1” o “inhibidores de una variante funcionalmente

equivalente de TRPA1”, segun se usa en la presente invencion, se refiere a cualquier

compuesto que puede provocar una disminucidn en la actividad del TRPAT1, incluyendo
aquellos compuestos que evitan la expresion del gen de TRPA1, lo que conduce a una
reduccion de los niveles de proteina o de ARNm de TRPAI, asi como compuestos que
inhiben TRPA1, lo que provoca una disminucion en el flujo de cationes (Ca’”, Na”, etc.)
a través del canal. En una realizacion particular, el inhibidor del receptor TRPA1 es un
antagonista o bloqueante de TRPA1. Un “antagonista o bloqueante de TRPA1” tal
como se usa en el presente documento se refiere a cualquier compuesto que puede
unirse a la molécula de TRPAT1, o bien dentro del poro o bien en otra parte del receptor
importante para la funcidn del receptor tal como sus sitios de fosforilacion. La unién del
compuesto bloquearia entonces el flujo de los cationes a través del receptor TRPA1. Si
el bloqueante actia como un antagonista, el compuesto bloquearia o reduciria una
respuesta mediada por agonistas. La unidon de antagonistas interrumpird la interaccion e
inhibira la funcion de un agonista o agonista inverso en receptores. Los antagonistas
median sus efectos mediante la unién a un sitio activo o a sitios alostéricos en
receptores o pueden interaccionar en sitios de unidn Unicos que normalmente no estan
implicados en la regulacion biologica de la actividad del receptor. La actividad
antagonista puede ser reversible o irreversible dependiendo de la longevidad del
complejo antagonista-receptor, que, a su vez, depende de la naturaleza de la union de

receptor y antagonista.
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Pueden identificarse compuestos que conducen a la inhibicion del receptor TRPAI1

usando ensayos convencionales tales como métodos para medir el flujo de cationes (por
: 2+ I ’ 1, . .

ejemplo Ca™') a través del canal, usando métodos electrofisiologicos convencionales y

ensayos de union a receptor.

Otros métodos adecuados para la determinacién de aquellos compuestos que son
inhibidores de TRPA1 comprenden tanto los métodos basados en la determinacion de

los niveles de TRPA1 o de ARNm que codifica TRPAL.

Asi, en una forma de realizacion particular de la invencion, los niveles de expresion de
TRPAT1 se determinan midiendo los niveles de expresion del ARNm que codifican para
la proteina TRPA1. Para este fin, la muestra biologica se puede tratar para disgregar de
forma fisica o mecanica la estructura del tejido o célula, para liberar los componentes
intracelulares en una solucion acuosa u organica para preparar los acidos nucleicos para
analisis adicionales. Los acidos nucleicos se extraen de la muestra mediante
procedimientos conocidos para el experto en la materia y disponibles comercialmente.
El ARNm se extrae después a partir de muestras congeladas o recientes mediante
cualquiera de los métodos tipicos en la técnica, por ejemplo Sambrook, J., et al., 2001
Molecular Cloning, a Laboratory Manual, 3% ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
N.Y., Vol. 1-3. Preferiblemente, se aportan todos los avances conocidos para evitar la

degradacion del ARN durante el proceso de extraccion.

La cantidad de ARNm que codifica TRPA1 puede ser determinada, por ejemplo,
mediante ensayos de hibridacion o de amplificacion que incluyen, sin limitacion,
ensayos de Northern y Southern Blot y reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Un
método para la deteccion del ARNm especifico para TRPAT incluye el uso de sondas
que son capaces de hibridar especificamente con el ARNm o ADNc de TRPAI. La
sonda puede ser un ADNc de cadena completa o un fragmento del mismo, como por
ejemplo un oligonucleotido de al menos 7, 15, 30, 50, 100, 250 o 500 nucleétidos de
longitud capaz de hibridar con el ARNm o ADNc diana en condiciones estrictas.
Preferiblemente, la deteccion del ARNm se lleva a cabo tras la amplificacion del ADNc
obtenido a partir del ARNm usando técnicas de amplificacion conocidas, tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en cadena de polimerasa en tiempo

real ("RT-PCR"), reaccién en cadena de ligasa ("LCR"), replicacion de secuencias auto-
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sostenida ("3SR") también conocida como amplificacion basada en secuencias de acidos
nucleicos ("NASBA"), amplificacion Q-B-Replicasa, amplificacion por circulo rodante
("RCA"), amplificacién mediada por transcripcion ("TMA"), amplificacion asistida por
enlazadores ("LADA"), amplificacion por desplazamiento multiple ("MDA"),

amplificacion por desplazamiento de la cadena y del invasor ("SDA").

Por otro lado, el nivel de la proteina TRPA1 puede ser cuantificado mediante cualquier
método convencional que permita detectar y cuantificar dicha proteina en una muestra
de un sujeto. A modo ilustrativo, no limitativo, los niveles de dicha proteina pueden
cuantificarse, por ejemplo, mediante el empleo de anticuerpos con capacidad de unirse a
TRPAI1 (o a fragmentos de la misma que contengan un determinante antigénico) y la
posterior cuantificacion de los complejos formados. Los anticuerpos que se emplean en
estos ensayos pueden estar marcados o no. Ejemplos ilustrativos de marcadores que se
pueden utilizar incluyen isétopos radiactivos, enzimas, fluoroforos, reactivos
quimioluminiscentes, sustratos enzimaticos o cofactores, inhibidores enzimaticos,
particulas, colorantes, etc. Existe una amplia variedad de ensayos conocidos que se
pueden utilizar en la presente invencion, que utilizan anticuerpos no marcados
(anticuerpo primario) y anticuerpos marcados (anticuerpo secundario); entre estas
técnicas se incluyen el Western-blot o transferencia Western, ELISA (ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima), RIA (radioinmunoensayo), EIA competitivo
(inmunoensayo enzimatico competitivo), DAS-ELISA (ELISA sandwich con doble
anticuerpo), técnicas inmunocitoquimicas e inmunohistoquimicas, técnicas basadas en
el empleo de biochips o microarrays de proteinas que incluyan anticuerpos especificos o
ensayos basados en precipitacion coloidal en formatos tales como dipsticks. Otras
maneras para detectar y cuantificar dicha proteina TRPAI, incluyen técnicas de

cromatografia de afinidad, ensayos de union a ligando, etc.

La inmunotransferencia se basa en la deteccion de proteinas previamente separadas
mediante electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes e inmovilizadas en una
membrana, generalmente nitrocelulosa o PVDF (Polivinilidenofluoruro), mediante
incubacion con un anticuerpo especifico y un sistema de revelado (por ejemplo,
quimioluminiscencia). El andlisis mediante inmunofluorescencia requiere el uso de un
anticuerpo especifico para la proteina diana para el analisis de la expresion. El ELISA

esta basado en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con enzimas de modo que los
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conjugados formados entre el antigeno diana y el anticuerpo marcado dan como
resultado la formacion de complejos enzimaticamente activos. Puesto que uno de los
componentes (el antigeno o el anticuerpo marcado) estan inmovilizados sobre un
soporte, los complejos antigeno-anticuerpo estdn inmovilizados sobre el soporte y de
esta manera, se pueden detectar mediante la adicion de un sustrato que es convertido por
la enzima en un producto que es detectable mediante, por ejemplo, espectrofotometria o

fluorometria.

Cuando se usa un método inmunoldgico, se puede usar cualquier anticuerpo o reactivo
que se sabe se une a TRPAI con una afinidad suficientemente elevada como para
detectar la cantidad de proteinas diana. Sin embargo, se prefiere el uso de un anticuerpo,
por ejemplo sueros policlonales, sobrenadantes de hibridomas o anticuerpos
monoclonales, fragmentos de anticuerpos, Fv, Fab, Fab’ y F(ab’)2, scFv, diacuerpos,

triacuerpos, tetracuerpos y anticuerpos humanizados.

Por otra parte, la determinacién de los niveles de expresion de proteinas se puede llevar
a cabo mediante técnicas de inmunohistoquimica bien conocidas en el estado de la
técnica. Para llevar a cabo la determinacion mediante inmunohistoquimica, la muestra
puede ser una muestra fresca, congelada y embebida en material plastico, o fresca
embebida en parafina y fijada usando un agente protector del tipo de la formalina. Para
la determinacidén inmunohistoquimica, la muestra se tifie con un anticuerpo especifico
para TRPAT1 y se determina la cantidad de células que se han tefiido y la intensidad de la
tincion. Tipicamente, se asigna a la muestra un valor indicativo de la expresion total y
que se calcula en funcion de la frecuencia de células tefiidas (valor que varia entre 0 y 4)
y de la intensidad en cada una de las células tefiidas (valor variable entre 0 y 4).
Criterios tipicos para asignar valores de expresion a las muestras se han descrito en
detalle, por ejemplo, en Handbook of Immunohistochemistry e In Situ Hybridization in
Human Carcinomas, M. Hayat Ed., 2004, Academic Press. Preferiblemente, la
deteccion inmunohistoquimica se lleva a cabo en paralelo con muestras de células que
sirven como marcador positivo y como marcador negativo. También es frecuente usar

un control de fondo.

En aquellos casos en los que se desee analizar un elevado nimero de muestras, es

posible la utilizacion de formatos matriciales y/o procedimientos automatizados. En una
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forma de realizacion, es posible el uso de micromatrices de tejidos (Tissue Microarrays
o TMA) que pueden ser obtenidos usando distintas técnicas. Las muestras que forman
parte de las micromatrices pueden ser analizadas de distinta manera incluyendo
inmunohistoquimica, hibridacién in situ, PCR in situ, analisis de ARN o de ADN,
inspeccion morfologica y combinaciones de cualquiera de las anteriores. Métodos para
el procesamiento de micromatrices de tejido han sido descritos, por ejemplo, en
Konenen, J. et al., (Nat. Med. 1987, 4:844-7). Las micromatrices de tejido se preparan a
partir de nucleos cilindricos de 0,6 a 2 mm de diametro a partir de muestras de tejido
embebidas en parafina y vueltas a embeber en un Gnico bloque receptor. De esta forma,
el tejido procedente de multiples muestras puede ser insertado en un Gnico bloque de

parafina.

Por “niveles de ARNm o proteina TRPA1 disminuidos” en relacién con los niveles de
ARNm o proteina en una muestra de referencia, se entiende, segun la presente
invencion, una disminucion en los niveles d¢ ARNm o proteina de al menos 1,1 veces,
1,5 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces,
80 veces, 90 veces, 100 veces o incluso mas con respecto a la muestra control del
sujeto. Por “niveles de referencia o control”, segin la presente invencidn, se entienden
los niveles de ARNm o proteina de TRPA1 que presenta el sujeto antes de administrarle
los inhibidores de TRPA1 o al que se le administran inhibidores controles que no

inhiben TRPA1.

La determinacion de las capacidades de inhibicion o bloqueo del compuesto sobre la
actividad biologica del receptor TRPA1 puede detectarse usando los ensayos

convencionales descritos anteriormente.

Las capacidades de bloqueo pueden expresarse como la afinidad del inhibidor, la

potencia del inhibidor o la especificidad de dicho inhibidor.

La afinidad de un farmaco se calcula usando la constante de disociacion en equilibrio
del complejo receptor-farmaco, KD. KD es la razon de las constantes de velocidad para
la reaccion inversa (k2) y directa (k1) entre el farmaco y el receptor y el complejo
farmaco-receptor. KD es también la concentracion de farmaco a la que la ocupacion del
receptor es la mitad de la maxima. Los farmacos con una KD alta (baja afinidad) se

disocian rapidamente de los receptores; por el contrario, los farmacos con una KD baja
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(alta afinidad) se disocian lentamente de los receptores. La afinidad de un farmaco para
un receptor describe la avidez con la que el farmaco se une al receptor (es decir, la KD).
La afinidad puede medirse usando técnicas de unidén en equilibrio tales como las
descritas por Kessler ef al. (Kessler M ef al., Molecular Pharmacology enero de 1996

vol. 49 n.° 1:123-131).

En una realizacion preferida, el inhibidor del receptor TRPA1 tiene una KD de entre
0,001 nM y 10 uM, preferiblemente entre 0,01 nM y 1 uM, preferiblemente entre 0,01
nM y 100 nM, preferiblemente entre 0,1 nM y 10 nM.

La potencia se refiere a la concentraciéon (CE50) o dosis (DES0) de un farmaco
requerida para producir el 50% del efecto maximo del farmaco.

(http://www .ncge nih gov/guidance/section3 html). CE50 es igual a KD cuando existe

una relacion lineal entre la ocupacidn y la respuesta. Con frecuencia, la amplificacion de
la sefial se produce entre la respuesta y la ocupacion del receptor, lo que da como
resultado que la CES0 para una respuesta sea mucho menor (es decir, colocada a la
izquierda en el eje de abscisa de la curva de dosis-respuesta logaritmica) que la KD para
la ocupacion del receptor. La potencia depende tanto de la afinidad de un farmaco para
su receptor, como de la eficacia con la que la interaccion farmaco-receptor se acopla a la
respuesta. La dosis de farmaco requerida para producir un efecto esta inversamente
relacionada con la potencia. En general, es importante una baja potencia solo si da como
resultado la necesidad de administrar el farmaco en grandes dosis que son poco
practicas. La DESO0 para una relacidon dosis-respuesta cuantal es la dosis a la que el 50%
de individuos muestra el efecto cuantal especificado. En una realizacion preferida, el
inhibidor del receptor TRPA1 tiene una CISO de entre 0,001 nM y 10 uM,
preferiblemente entre 0,01 nM y 1 uM, preferiblemente entre 0,1 nM y 100 nM,
preferiblemente entre 0,1 nM y 10 nM.

La eficacia (también denominada actividad intrinseca) de un farmaco es la capacidad
del farmaco para provocar una respuesta cuando se une al receptor. En algunos tejidos,
los agonistas que demuestran alta eficacia pueden dar como resultado un efecto
méximo, incluso cuando so6lo una pequefia fraccion de los receptores esta ocupada. La

eficacia no estd asociada a la potencia de un farmaco.
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La concentracion inhibidora media o CISO es la concentracion de un antagonista que

reduce una respuesta especificada hasta el 50% del efecto méaximo posible.

La especificidad superior de un compuesto por una molécula definida se refiere a la
capacidad del compuesto para inhibir la molécula definida de una manera
sustancialmente superior con respecto a la capacidad del compuesto para inhibir otra

molécula.
En una realizacion preferida, el inhibidor es un inhibidor del receptor TRPA1 selectivo.

La expresion “inhibidor del receptor TRPAT1 selectivo” se refiere a un compuesto que
puede inhibir la actividad del receptor TRPA1 mientras que no inhibe de manera
sustancial la actividad de al menos un receptor de la misma familia (tales como los
receptores de TRPC6, TRPVS, TRPV6, TRPMS, TRPV1, TRPV2, TRPV3 o TRPV4))
o una molécula de una familia diferente a la misma concentracion de compuesto. Por
ejemplo, un inhibidor del receptor TRPA1 selectivo puede tener una actividad
inhibidora del receptor TRPAI1, que sea 2, 5, 10, 20, 50, 100, 500 6 1000 veces mas
potente que su actividad inhibidora de TRPV1. En ciertas realizaciones, la actividad
inhibidora de un inhibidor del receptor TRPA1 selectivo es al menos 5 veces, 10 veces
0 20 veces mas potente que la actividad inhibidora para otra molécula tal como TRPV1

del compuesto.

Inhibidores del receptor TRPA1 a modo de ejemplo, no limitativos que pueden usarse
en el tratamiento de una enfermedad ocasionada por una infeccién bacteriana o por
exposicion a endotoxinas bacterianas, segin la presente invencion, se describen en la
tabla T o en los documentos de patente WQO2007/073505, WO2007/098252,
W02009/147079, US2010/0137259 y WO 2009089082A1.

Tabla 1

Inhibidores del receptor TRPA1
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Otros ejemplos de inhibidores del receptor de TRPA1 son:

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2-metilpent-1-en-3-ona

O-metiloxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2-metilpent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(2-fluorofenil )-2-metilpent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2-metilhex-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2,4,4-trimetilpent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2-metilhept-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3Z)-1-(4-fluorofenil)-2,4-dimetilpent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil)-2,4-dimetilpent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(3-cloro-4-fluorofenil )-2-metilpent-1-en-3-ona
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Oxima de (1E, 3Z)-1-(4-fluorofenil)-2-metilpent-1-en-3-ona
Oxima de (1E, 3E)-4-(4-fluorofenil) but-3-en-2-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil) hex-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(4-fluorofenil) pent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3Z)-1-(4-fluorofenil) pent-1-en-3-ona

Oxima de (1E, 3E)-1-(3,4-difluorofenil)-2-metilpent-1-en-3-ona
Oxima de (1E, 3E)-2-metil-1-(3,4,5-trifluorofenil )pent-1-en-3-ona

En una forma de realizacion particular, el inhibidor de TRPAT se selecciona del grupo
que consiste en  2-(1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidro-7H-purin-7-il)-N-(4-
isopropilfenil) acetamida (HC-030031), oxima de 4-(4-clorofenil)-3-metil-3-buten-2-
ona (AP18), alcanfor, mentol, gadolinio, rojo de rutenio, gentamicina, amilorida y

combinaciones de los mismos.

De forma aun mas preferente, el inhibidor de TRPA1 es 2-(1,3-dimetil-2,6-dioxo-
1,2,3,6-tetrahidro-7H-purin-7-il)-N-(4-isopropilfenil Jacetamida (HC-030031).

En una realizacion particular de la presente invencidn, el inhibidor de TRPAI1 se
selecciona del grupo formado por un anticuerpo inhibidor que puede unirse
especificamente e inhibir la actividad del receptor TRPA1, una ribozima o una enzima
de ADN especifica para la secuencia del receptor TRPA1, un ARN de interferencia
especifico para la secuencia del receptor TRPA1, un péptido inhibidor especifico para el

receptor TRPA1 y un &cido nucleico antisentido especifico para el receptor TRPA1.

Anticuerpos inhibidores del receptor TRPA 1

Los anticuerpos contra un epitopo ubicado en o bien el poro o bien una parte externa de
la molécula de TRPA1 pueden inhibir de manera eficaz la funcion de esta proteina vy,
por tanto, pueden usarse como bloqueante o inhibidor en las composiciones de la
presente invencion. Por tanto, “anticuerpo inhibidor”, tal como se usa en el presente
documento, se refiere a anticuerpos que pueden inhibir al menos parcialmente las

actividades bioldgicas del receptor TRPA1.
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La determinacion de la capacidad inhibidora sobre la capacidad bioldgica del receptor
TRPAL se detecta usando ensayos convencionales para medir el catién liberado a través

del receptor TRPA1 usando métodos descritos anteriormente.

Anticuerpos inhibidores o fragmentos especificos para el receptor TRPA1 pueden estar
disponibles facilmente, o pueden producirse facilmente usando técnicas de biologia
molecular convencionales. Por ejemplo, usando inmunogenos derivados de, por
ejemplo, una molécula de receptor TRPA1 es posible obtener anticuerpos monoclonales
o antisueros anti-proteina/anti-péptido usando protocolos convencionales (véase, por
ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual ed. por Harlow y Lane (Cold Spring Harbor
Press: 1988)). Un mamifero, tal como un ratdén, un hamster o un conejo puede
inmunizarse con una forma inmunogénica del péptido (por ejemplo, el receptor TRPAI
o un fragmento antigénico del mismo, que puede provocar una respuesta de
anticuerpos). Las técnicas para conferir inmunogenicidad en una proteina o un péptido,
incluyendo la conjugacion con portadores u otras técnicas, se conocen bien en la
técnica. Puede administrarse una parte inmunogénica de un polipéptido en presencia de
un adyuvante. Puede monitorizarse el avance de la inmunizacion mediante la deteccion
de titulos de anticuerpo en plasma o suero. Pueden usarse ELISA convencional u otros
inmunoensayos con el inmundgeno como antigeno para evaluar los niveles de
anticuerpos. En una realizacién preferida, los anticuerpos que forman parte de las
composiciones de la invencion son inmunoespecificos para determinantes antigénicos
del receptor TRPA1 (o una variante al menos un 80%, 85%, 90%, 95% o 98% idéntica
al mismo). En cierta realizacion, los anticuerpos sujeto inmunoespecificos no
reaccionan de manera cruzada sustancialmente con una proteina relacionada con el
receptor TRPA1 no de vertebrado (tal como levadura). Por “no reacciona de manera
cruzada sustancialmente”, quiere decirse que el anticuerpo tiene una afinidad de unidon
para una proteina no homologa que es al menos un orden de magnitud, mas
preferiblemente al menos 2 ordenes de magnitud, e incluso mas preferiblemente al
menos 3 6rdenes de magnitud menor que la afinidad de union del anticuerpo para el

receptor TRPAT1.

Por tanto, el anticuerpo que puede usarse para los fines de la presente invencién como
anticuerpo inhibidor del receptor TRPA1, denominado a continuacidén en el presente

documento el “anticuerpo de la invencion”, puede unirse a un epitopo del receptor
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TRPAT; normalmente, se requieren al menos 6, 8, 10 6 12 aminoacidos contiguos para
formar un epitopo, sin embargo, los epitopos que implican aminoacidos no contiguos
pueden requerir mas, por ejemplo, al menos 15, 25 6 50 aminoacidos. La expresion
“anticuerpo de la invencion” incluye, por ejemplo, anticuerpos policlonales, anticuerpos
monoclonales, fragmentos Fab y Fv de cadena sencilla (scFv) de los mismos,
anticuerpos biespecificos, heteroconjugados, anticuerpos humanos y humanizados.
Tales anticuerpos pueden producirse en una variedad de modos, incluyendo cultivos de
hibridoma, expresion recombinante en cultivos de c€lulas de mamifero o bacterias y
expresion recombinante en animales transgénicos. También pueden producirse
anticuerpos seleccionando una secuencia de una biblioteca de secuencias expresadas en
sistemas de presentacion tales como fagos filamentosos, bacterias, levaduras o
ribosomas. Existe una orientacion abundante en la bibliografia para seleccionar una
metodologia de producciéon particular, por ejemplo, Chadd y Chamow, Curr. Opin.
Biotechnol., 12:188-194 (2001). La eleccion de la metodologia de fabricacion depende
de varios factores que incluyen la estructura de anticuerpo deseada, la importancia de
restos de hidratos de carbono en los anticuerpos, la facilidad de cultivo y purificacion, y
los costes. Pueden generarse muchas estructuras de anticuerpos diferentes usando
tecnologia de expresion convencional, incluyendo anticuerpos de longitud completa,
fragmentos de anticuerpo, tales como fragmentos Fab y Fv, asi como anticuerpos
quiméricos que comprenden componentes de especies diferentes. Fragmentos de
anticuerpo de tamafio pequefio, tales como fragmentos Fab y Fv, que no tienen
funciones efectoras y que tienen actividad farmacocinética limitada pueden generarse en
un sistema de expresion bacteriano. Fragmentos Fv de cadena sencilla muestran baja

inmunogenicidad y se eliminan rapidamente de la sangre.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser anticuerpos policlonales. Tales anticuerpos
policlonales pueden producirse en un mamifero, tal como un mamifero no humano, por
ejemplo, tras una o mas inyecciones de un agente inmunizante y, preferiblemente, un
adyuvante. Normalmente, el agente inmunizante y/o adyuvante se inyectara en el
mamifero mediante una serie de inyecciones subcutaneas o intraperitoneales. El agente
inmunizante puede incluir receptores TRPA1 o fragmentos de los mismos o una
proteina de fusion de los mismos o una célula que expresa receptores TRPA1. Tales

proteinas, fragmentos o preparaciones se introducen en el mamifero no humano en
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presencia de un adyuvante apropiado. Otra forma de administracion de un inmunogeno
€s como una proteina transmembrana en la superficie de una célula (métodos descritos
en, por ejemplo, Spiller ef al. J. Immunol. Methods, 224: 51-60 (1999)). Estas células
pueden ser o bien células que expresan de manera natural el antigeno o bien en las que
esta expresion puede obtenerse tras transfectar la célula con un constructo de ADN que
contiene entre otras secuencias de ADN las que codifican para el antigeno, las
necesarias para su expresion suficiente en la célula. Este enfoque es posible no solo
cuando la membrana celular es el sitio natural en el que se expresa el antigeno sino que
incluso una vez sintetizado el antigeno en la célula se dirige a esta ubicacion mediante
un péptido sefial que se afiade a la secuencia que codifica para el antigeno. Si el suero
contiene anticuerpos policlonales frente a epitopos no deseados, los anticuerpos

policlonales pueden purificarse mediante cromatografia de inmunoafinidad.

Alternativamente, dichos anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales. Pueden
producirse anticuerpos monoclonales mediante hibridomas, en los que se inmuniza un
ratén, un hamster u otro animal huésped apropiado con un agente inmunizante para
provocar linfocitos que producen o pueden producir anticuerpos que se uniran
especificamente al agente inmunizante, por ejemplo Kohler y Milstein, Nature 256:495
(1975). El agente inmunizante incluird normalmente el receptor TRPA1 o un fragmento
del mismo o una proteina de fusiéon del mismo y opcionalmente un portador o una
preparacion en bruto de proteinas que se ha enriquecido con el receptor TRPA1 o una
célula que expresa cualquiera de dichas proteinas. Tales proteinas, fragmentos o
preparaciones se introducen en el mamifero no humano en presencia de un adyuvante
apropiado. Otra forma de administracion de un inmunogeno es como una proteina
transmembrana en la superficie de una célula (métodos descritos en, por ejemplo,
Spiller ef al. J. Immunol. Methods, 224: 51-60 (1999)). Estas células pueden ser
cualquiera que exprese de manera natural el antigeno en su membrana celular o en la
que esta expresion pueda obtenerse tras transfectar la célula con un constructo de ADN
que contiene entre otras secuencias de ADN las que codifican para el antigeno, las
necesarias para su expresion suficiente en la célula. Este enfoque es posible no solo
cuando la membrana celular es el sitio natural en el que se expresa el antigeno sino que
incluso una vez sintetizado el antigeno en la célula se dirige a esta ubicacion mediante

un péptido sefial que se afiade a la secuencia que codifica para el antigeno.



10

15

20

25

30

WO 2013/038046 PCT/ES2012/070653

28

Alternativamente, pueden inmunizarse linfocitos in vifro. Generalmente, se usan células
del bazo o células de ganglios linfaticos si se desean fuentes de mamifero no humanos,
o se usan linfocitos de sangre periférica (“PBL”) si se desean células de origen humano.
Los linfocitos se fusionan con una linea de células inmortalizada usando un agente de
fusion adecuado, tal como polietilenglicol, para producir una célula de hibridoma. En
general, las lineas de células inmortalizadas son cé€lulas de mieloma de origen de rata,
raton, bovino o humano. Las células de hibridoma se cultivan en un medio de cultivo
adecuado que contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben el crecimiento
o la supervivencia de células no fusionadas, inmortalizadas. Se aislan clones usando el
método de dilucion limitativa y el medio de cultivo (sobrenadante) en el que las células
de hibridoma se cultivan puede someterse a ensayo para detectar la presencia de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra receptores TRPA1 mediante técnicas
convencionales, tales como mediante citometria de flujo o mediante
inmunoprecipitacion o mediante otro ensayo de union in vitro, tal como RIA o ELISA.

También pueden cultivarse clones iz vivo como tumores asciticos en un animal.

Preferiblemente, la especificidad de union de anticuerpos monoclonales producidos
mediante un clon de células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacion o
mediante un ensayo de union in vitro, tal como radioinmunoanalisis (RIA) o ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o mediante técnicas inmunofluorescentes
tales como microscopia de fluorescencia o citometria de flujo. Los anticuerpos
monoclonales secretados por los subclones se separan de manera adecuada del medio de
cultivo, fluido ascitico o suero mediante procedimientos de purificacion de
inmunoglobulinas convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose,
cromatografia en hidroxiapatita, electroforesis en gel, dialisis o cromatografia de

afinidad.

Los anticuerpos monoclonales también pueden prepararse mediante métodos de ADN
recombinante, tales como los descritos en el documento US 4.816.567. Puede aislarse
ADN que codifica para los anticuerpos monoclonales de la invencion a partir de células
de hibridoma especificas del receptor TRPA1 y puede secuenciarse usando
procedimientos convencionales, por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que
pueden unirse especificamente a genes que codifican para las cadenas pesada y ligera de

anticuerpos murinos. Las células de hibridoma sirven como fuente preferida de tal
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ADN. Una vez aislado, el ADN puede insertarse en un vector de expresion, que se
transfecta entonces en células huésped tales como células COS de simio, células de
ovario de hamster chino (CHO) o células de mieloma que no producen de otro modo
proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las
células huésped recombinantes. El ADN también puede modificarse, por ejemplo,
sustituyendo la secuencia que codifica para los dominios constantes de cadena pesada y
ligera murinos por las secuencias humanas homologas, o uniendo covalentemente a la
secuencia que codifica para las inmunoglobulinas toda o parte de la secuencia que
codifica para un polipéptido distinto de inmunoglobulina. El polipéptido distinto de
inmunoglobulina puede sustituirse por los dominios constantes de un anticuerpo de la
invencion, o puede sustituirse por los dominios variables de un sitio de combinacion de
antigenos de un anticuerpo de la invencion para crear un anticuerpo bivalente

quimérico.

Otro método de generacion de anticuerpos especificos, o fragmentos de anticuerpos,
reactivos frente a una molécula diana es examinar bibliotecas de expresion que
codifican para genes de inmunoglobulinas, o partes de los mismos, expresados en
bacterias, levaduras, fagos filamentosos, ribosomas o subunidades ribosomales y otros
sistemas de presentacion. Estos métodos normalmente usan bibliotecas grandes de
secuencias de anticuerpo o secuencias de fragmentos de anticuerpo obtenidas a partir de
diversas fuentes tales como donantes sanos o pacientes o animales sanos o no. Estas
secuencias se clonan y expresan en un sistema apropiado y se seleccionan por su
afinidad de unién para el antigeno. Se han descrito diversos enfoques para seleccionar
anticuerpos o fragmentos con propiedades deseadas por ejemplo neutralizantes,
agonistas, etc. (Fernandez, Curr. Op. Biotech., 15: 364-373 (2004); Schmidt, Eur. J.
Biochem., 268: 1730-1738 (2001)). En una realizacion, también pueden producirse
anticuerpos y fragmentos de anticuerpo caracteristicos de hibridomas de la invencion
por medios recombinantes extrayendo ARN mensajero, construyendo una biblioteca de
ADNc y seleccionando clones que codifican para segmentos de la molécula de

anticuerpo.

Los anticuerpos también pueden modificarse mediante ingenieria genética para alterar
sus usos clinicos. Numerosos enfoques hacen uso de la biologia molecular y de técnicas

genéticas tal como el buen conocimiento de la genética y la estructura de las
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inmunoglobulinas para construir diferentes modificaciones de la molécula de
inmunoglobulina con el objetivo de mejorar sus propiedades para usos clinicos u otros
usos. Algunos de ellos tienden a reducir la inmunogenicidad de la molécula en la
especie en la que debe usarse y la molécula resultante tiene una secuencia mas
homologa con esta especie. Diversos métodos se han usado para obtener Acm de origen
humano evitando los procedimientos no admisibles éticamente en seres humanos sanos.
En otros enfoques se reducen el peso y el tamafio moleculares por ejemplo con el fin de
mejorar la distribucion de la molécula al interior de tumores solidos. Otras posibilidades
son la conjugacion en una molécula de dominios de union para mas de una molécula
diana (anticuerpo biespecifico o también triespecifico, etc.) o la conjugacion de un
anticuerpo o un fragmento con otra molécula con la funcion deseada por ejemplo un
agente toxico, una hormona, un factor de crecimiento, un agente inmunomodulador
(inmunosupresor o inmunoestimulante), un inhibidor del crecimiento celular, etc. En
general todas las moléculas resultantes conservan casi un dominio variable de un
anticuerpo, lo que proporciona la alta especificidad y afinidad caracteristicas de la union

antigeno-anticuerpo. Algunos ejemplos de estas construcciones son:

- Anticuerpos quiméricos: Estos se refieren a anticuerpos construidos con regiones

variables de un anticuerpo de algunas especies (normalmente un mamifero en el
que se genero el Acm) y regiones constantes de otra especie (aquella en la que

va a usarse el anticuerpo quimérico);

- Anticuerpos humanizados: Por “anticuerpo humanizado” quiere decirse un
anticuerpo derivado de un anticuerpo no humano, normalmente un anticuerpo
murino, que conserva las propiedades de union a antigeno del anticuerpo
original, pero que es menos inmunogénico en seres humanos. Esto puede
conseguirse mediante diversos métodos, incluyendo (a) injertar todos los
dominios variables no humanos en regiones constantes humanas para generar
anticuerpos quiméricos; (b) injertar solo las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) no humanas en regiones constantes y de entramado
humanas con o sin retencion de residuos de entramado criticos; y (c¢) trasplantar
todos los dominios variables no humanos, pero “rodearlos” con una seccion de
tipo humano mediante la sustitucion de residuos de superficie. En la técnica se

han descrito métodos para humanizar anticuerpos no humanos. Preferiblemente,
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un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacido introducidos
en €l de una fuente que es no humana. Estos residuos de aminoacido no humanos
se denominan a menudo residuos “de importacion”, que se toman normalmente
de un dominio variable “de importacion”. La humanizacion puede realizarse
esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al.,
Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann ef al., Nature, 332:323-327 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo secuencias de
regiones hipervariables por las secuencias correspondientes de un anticuerpo
humano. (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta ef al.,
J. Immunol., 151:2623 (1993)). Ademas es importante que los anticuerpos se
humanicen conservando su alta afinidad para el antigeno y otras propiedades
bioldgicas favorables. Para conseguir este objetivo, segin un método preferido,
se preparan anticuerpos humanizados mediante un proceso de analisis de las
secuencias originales y diversos productos humanizados conceptuales usando los

modelos tridimensionales de las secuencias originales y humanizadas.

Anticuerpos primatizados: Una etapa siguiente en este enfoque de preparacion

de un anticuerpo mas similar al de seres humanos son los denominados
anticuerpos primatizados, es decir un anticuerpo recombinante que se ha
modificado mediante ingenieria genética para contener los dominios pesado y
ligero variables de un anticuerpo de mono (u otro primate), en particular, un
anticuerpo de mono cynomolgus, y que contiene secuencias de dominios
constantes humanos, preferiblemente el dominio constante de inmunoglobulina
gamma 1 o gamma 4 humana (o variante PE). La preparacion de tales
anticuerpos se describe en Newman ef al.,, Biotechnology, 10: 1458-1460
(1992); documentos US 5.658.570 y US 6.113.898. Se ha notificado que estos
anticuerpos muestran un alto grado de homologia con anticuerpos humanos, es
decir, el 85-98%, presentan funciones efectoras humanas, tienen una
inmunogenicidad reducida y pueden mostrar una alta afinidad con antigenos
humanos. Otro medio altamente eficaz para generar anticuerpos recombinantes

se da a conocer por Newman, Biotechnology, 10: 1455-1460 (1992).

Anticuerpos humanos: Por “anticuerpo humano” quiere decirse un anticuerpo

que contiene la cadena ligera y pesada humana en su totalidad asi como regiones
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constantes, producido mediante cualquiera de los métodos convencionales
conocidos. Como alternativa a la humanizacion, pueden generarse anticuerpos
humanos. Por ejemplo, ahora es posible producir animales transgénicos (por
ejemplo, ratones) que pueden, tras la inmunizacion, producir un repertorio
completo de anticuerpos humanos en ausencia de produccién de
inmunoglobulina enddgena. Por ejemplo, se ha descrito que la delecion
homocigoética del gen PH) de la region de union a la cadena pesada del
anticuerpo en ratones mutantes de linea germinal y quiméricos da como
resultado la inhibicién completa de la produccion de anticuerpo endogeno. La
transferencia de la serie de genes de inmunoglobulina de linea germinal humana
en tales ratones mutantes de linea germinal dara como resultado la produccion de
anticuerpos humanos tras la inmunizacion. Véase, por ejemplo, Jakobovits ef al.,
Proc. Mad. Acad. Sci. USA, 90:255 1 (1993); Jakobovits ef al., Nature, 362:255-
258 (1993). Alternativamente, puede usarse la tecnologia de presentacién en
fago (McCafferty er al., Nature 348:552-553 (1990)) para producir anticuerpos
humanos y fragmentos de anticuerpo in vitro, a partir de repertorios de genes de
dominios variables (V) de inmunoglobulina de donantes. Segun esta técnica, los
genes de dominios V de anticuerpos se clonan en marco en un gen de la proteina
de envuelta o bien principal o bien minoritaria de un bacteriofago filamentoso,
tal como M13 o fd, y se presentan como fragmentos de anticuerpo funcionales
sobre la superficie de la particula de fago. Dado que la particula filamentosa
contiene una copia de ADN monocatenario del genoma de fago, las selecciones
basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo también dan como
resultado la seleccion del gen que codifica para el anticuerpo que muestra esas
propiedades. Por tanto, el fago imita algunas de las propiedades de la célula B.
La presentacion en fago puede realizarse en una variedad de formatos; para su
revision véase, por ejemplo, Johnson, Kevin S. y Chiswell, David J., Current
Opinion in Structural Biology 3:564-57 1 (1993). También pueden generarse
anticuerpos humanos mediante células B activadas in vitro o ratones SCID con
su sistema inmunitario reconstituido con células humanas. Una vez obtenido un
anticuerpo humano, sus secuencias de ADN codificante pueden aislarse,

clonarse e introducirse en un sistema de expresion apropiado, es decir, una linea
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celular preferiblemente de un mamifero que se expresa posteriormente y se

libera al medio de cultivo a partir del cual puede aislarse el anticuerpo.

Fragmentos de anticuerpo: Un fragmento de anticuerpo es un fragmento de un

anticuerpo tal como, por ejemplo, Fab, F(ab’)2, Fab’ y scFv. Se han desarrollado
diversas técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpo.
Tradicionalmente, estos fragmentos se derivaron por medio de digestion
proteolitica de anticuerpos intactos pero mas recientemente estos fragmentos
pueden producirse directamente mediante células huésped recombinantes. En
otras realizaciones, el anticuerpo de eleccion es un fragmento de Fv de cadena
sencilla (scFv) que adicionalmente puede ser monoespecifico o biespecifico. La
digestion con papaina de anticuerpos produce dos fragmentos de union a
antigeno idénticos, denominados fragmentos “Fab”, cada uno con un unico sitio
de union a antigeno, y un fragmento “Fc¢” residual, cuyo nombre refleja su
capacidad para cristalizar facilmente. El tratamiento con pepsina produce un
fragmento F(ab’)2 que tiene dos sitios de union a antigeno y que todavia puede
reticular el antigeno. “Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un
sitio de reconocimiento de antigeno y de union a antigeno completo. Esta region
consiste en un dimero de un dominio variable de cadena ligera y uno de cadena
pesada en asociacion estrecha, no covalente. Es en esta configuracion en la que
las tres regiones hipervariables de cada dominio variable interaccionan para
definir un sitio de union a antigeno en la superficie del dimero VH-VL.
Colectivamente, las seis regiones hipervariables confieren especificidad de union
a antigeno al anticuerpo. Sin embargo, incluso un unico dominio variable (o la
mitad de un Fv que comprende sélo tres regiones hipervariables especificas para
un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque a una
afinidad inferior a la de todo el sitio de union. El fragmento Fab también
contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante
(CHI) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab
por la adicion de algunos residuos en el extremo carboxilo terminal del dominio
CHI de cadena pesada que incluyen una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. Fab’-SH es la designacion en el presente documento para Fab’ en el

que el/los residuo(s) de cisteina de los dominios constantes llevan al menos un
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grupo tiol libre. Se produjeron originariamente fragmentos de anticuerpo F(ab’)Z
como pares de fragmentos Fab’ que tienen cisteinas bisagra entre ellos. Se
conocen también otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpo.
Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena sencilla” o “scFv” comprenden los
dominios VH y VL de un anticuerpo, en el que estos dominios estan presentes en
una Unica cadena polipeptidica. Preferiblemente, el polipéptido Fv comprende
ademas un ligador polipeptidico entre los dominios VH y VL que permite que el
scFv forme la estructura deseada para la unién al antigeno. Para una revision de
scFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.
113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, N.Y ., pags. 269-315 (1994). El
término “diacuerpos” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpo con dos
sitios de union a antigeno, fragmentos que comprenden un dominio variable de
cadena pesada (VH) conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) en
la misma cadena polipeptidica (VH-VL). Usando un ligador que es demasiado
corto para permitir el apareamiento entre los dos dominios en la misma cadena,
se fuerza que los dominios se apareen con los dominios complementarios de otra
cadena y creen dos sitios de union a antigeno. Se describen diacuerpos mas
completamente en, por ejemplo, los documentos EP 404.097; WO 93/11161; y
Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993).

Anticuerpos biespecificos: Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que

tienen especificidades de union por al menos dos epitopos diferentes. Se conocen
en la técnica métodos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccion
tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la
coexpresion de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina,
en la que las dos cadenas tienen especificidades diferentes (Millstein ef al.,
Nature, 305:537-539 (1983)). Debido a la distribucion al azar de cadenas
pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadromas) producen
una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpo diferentes, de las que s6lo
una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificacion de la molécula
correcta, que se realiza mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante

engorrosa, y los rendimientos de producto son bajos. Se dan a conocer
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procedimientos similares en el documento WO 93/08829, y en Traunecker et al.,

EMBO J, 10:3655-3659 (1991).

Ribozimas especificas del receptor TRPA1

También pueden usarse moléculas de ribozima disefiadas para escindir cataliticamente
transcritos de un ARNm diana para impedir la traduccion de ARNm del receptor
TRPAI1. En consecuencia, en otra realizacion, las composiciones de la invencion
comprenden ribozimas especificamente dirigidas al ARNm del receptor TRPA1. Las
ribozimas son moléculas de ARN enziméaticas que pueden catalizar la escision
especifica del ARN (para una revision, véase Rossi, Current Biology 4:469-471, 1994).
El mecanismo de accién de las ribozimas implica una hibridacion especifica de
secuencia de la molécula de ribozima con el ARN diana complementario, seguida por
un acontecimiento de escision endonucleolitica. La composicion de moléculas de
ribozima incluye preferiblemente una o mas secuencias complementarias a un ARNm
diana, y la secuencia catalitica bien conocida responsable de la escision del ARNm o
una secuencia funcionalmente equivalente (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense numero 5.093.246, incorporada al presente documento como referencia

en su totalidad).

Aunque pueden usarse ribozimas que escinden el ARNm en secuencias de
reconocimiento especificas de sitio para destruir ARNm dianas, se prefiere el uso de
ribozimas de cabeza de martillo. Las ribozimas de cabeza de martillo escinden ARNm
en ubicaciones dictadas por regiones flanqueantes que forman pares de bases
complementarias con el ARNm diana. Preferiblemente, el ARNm diana tiene la
siguiente secuencia de dos bases: 5’-UG-3’. La construccion y produccion de ribozimas
de cabeza de martillo se conoce bien en la técnica y se describe mas completamente en
Haseloff y Gerlach, Nature 334: 585-591, 1988; y véase la solicitud PCT namero
WO089/05852, cuyo contenido se incorpora al presente documento como referencia. Las
secuencias de ribozimas de cabeza de martillo pueden incrustarse en un ARN estable tal
como un ARN de transferencia (ARNt) para aumentar la eficacia de escision in vivo
(Perriman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92: 6175-79, 1995, de Feyter, y Gaudron,
Methods in Molecular Biology, vol. 74, capitulo 43, “Expressing Ribozymes in Plants”,
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editado por Turner, P. C, Humana Press Inc., Totowa, N.J.). En particular, se conoce
bien en la técnica la expresion de ribozimas de fusion con ARNt mediada por ARN
polimerasa III (véanse, Kawasaki ef al., Nature 393: 284-9, 1998; Kuwabara et al.,
Nature Biotechnol. 16: 961-5, 1998; y Kuwabara ef al., Mol. Cell. 2: 617-27, 1998;
Koseki et al., J Virol 73: 1868-77, 1999; Kuwabara et al., Proc Natl Acad Sci USA 96:
1886-91, 1999; Tanabe et al., Nature 406: 473-4, 2000). Normalmente, hay varios
posibles sitios de escision de ribozimas de cabeza de martillo dentro de una secuencia
de ADNc diana dada. Preferiblemente, la ribozima se disefia mediante ingenieria
genética de modo que el sitio de reconocimiento de la escision se ubica cerca del
extremo 5’ del ARNm diana para aumentar la eficacia y minimizar la acumulacién
intracelular de transcritos de ARNm no funcionales. Ademas, el uso de cualquier sitio
de reconocimiento de la escision ubicado en la secuencia diana que codifica para
diferentes partes de los dominios de aminoacidos C-terminales de, por ejemplo, formas
largas y cortas de la diana permitiria la seleccidon como diana selectiva de una u otra
forma de la diana y, por tanto, tendria un efecto selectivo sobre una forma del producto

génico diana.

Las ribozimas que seleccionan como diana genes contienen necesariamente una region
de hibridacion complementaria a dos regiones, cada una de al menos 5 vy
preferiblemente cada una de 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20
nucledtidos contiguos de longitud de un ARNm diana, tal como un ARNm de una
secuencia representada en los genes del receptor TRPA1. Ademas, las ribozimas tienen
actividad endorribonucleasa altamente especifica, que escinde de manera autocatalitica
el ARNm sentido diana. La presente invencion se extiende a ribozimas que se hibridan
con un ARNm sentido codificado por un gen diana tal como un gen candidato a diana
farmacologica terapéutica, hibridandose de ese modo con el ARNm sentido y
escindiéndolo, de manera que ya no puede traducirse mas para sintetizar un producto

polipeptidico funcional.

Las ribozimas usadas en las composiciones de la presente invencidn incluyen también
endorribonucleasas de ARN (a continuacién en el presente documento “ribozimas de
tipo Cech”) tales como las que se producen de manera natural en 7efrahymena
thermophila (conocidas como IVS, o ARN IVS L-19) y que se han descrito de manera
extensa por Thomas Cech y colaboradores (Zaug ef al., Science 224:574-578, 1984,
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Zaug et al., Science 231: 470-475, 1986; Zaug et al., Nature 324: 429-433, 1986;
solicitud de patente internacional publicada numero WO88/04300 por University
Patents Inc.; Been, et al., Cell 47: 207-216, 1986). Las ribozimas de tipo Cech tienen un
sitio activo de ocho pares de bases que se hibrida con una secuencia de ARN diana tras
lo que tiene lugar la escision del ARN diana. La invencidn abarca aquellas ribozimas de
tipo Cech que seleccionan como diana secuencias de sitio activo de ocho pares de bases

que estan presentes en una secuencia de acido nucleico o un gen diana.

Las ribozimas pueden estar compuestas por oligonucledtidos modificados (por ejemplo,
para obtener estabilidad, direccionamiento, etc. mejorados) y deben suministrarse a
células que expresan el gen diana in vivo. Un método preferido de suministro implica
usar un constructo de ADN que “codifica” para la ribozima bajo el control de un
promotor pol III o pol II constitutivo fuerte, de modo que las células transfectadas
produciran suficientes cantidades de la ribozima para destruir mensajes diana
enddgenos e inhibir la traduccion. Debido a que las ribozimas, a diferencia de las
moléculas antisentido, son cataliticas, se requiere una concentracion intracelular inferior

para lograr eficacia.

En ciertas realizaciones, puede disefiarse una ribozima identificando en primer lugar
una parte de la secuencia suficiente para provocar una desactivacién eficaz mediante
ARNI. Entonces puede incorporarse la misma parte de la secuencia en una ribozima. En
este aspecto de la invencion, las partes que seleccionan como diana genes de la ribozima
o ARNI son sustancialmente la misma secuencia de al menos 5 y preferiblemente 6, 7,
8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 o mas nucledtidos contiguos de un acido
nucleico diana, tal como un acido nucleico de cualquiera de las secuencias de
ceramidasa acida o colina cinasa humanas. En una cadena de ARN diana larga, nimeros
significativos de sitios diana no son accesibles a la ribozima debido a que estan
escondidos dentro de las estructuras secundaria o terciaria (Birikh ef al., Eur J Biochem
245: 1-16, 1997). Para superar el problema de la accesibilidad al ARN diana, se usan
normalmente predicciones generadas por ordenador de la estructura secundaria para
identificar dianas que lo mas probablemente deben ser monocatenarias o tener una
configuracion “abierta” (véase Jaeger ef al., Methods Enzymol 183: 281-306, 1989).
Otros enfoques utilizan un enfoque sistematico para predecir la estructura secundaria

que implica evaluar un gran numero de moléculas de oligonucleotidos de hibridacion
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candidatas (véase Milner ef al., Nat Biotechnol 15: 537-41, 1997; y Patzel y Sczakiel,
Nat Biotechnol 16: 64-8, 1998). Adicionalmente, la patente estadounidense numero
6.251.588, cuyo contenido se incorpora al presente documento como referencia,
describe métodos para evaluar secuencias de sondas oligonucleotidicas de modo que se
predice el potencial de hibridacién con una secuencia de acido nucleico diana. El
método de la invencidn proporciona el uso de tales métodos para seleccionar segmentos
preferidos de una secuencia de ARNm diana que se predice que es monocatenaria y,
ademas, para la utilizacion oportunista de una secuencia de ARNm diana igual o
sustancialmente idéntica, que comprende de manera preferible aproximadamente 10-20
nucledtidos consecutivos del ARNm diana, en el disefio tanto de las ribozimas como de

los oligonucleotidos de ARNi de la invencidn.

ARN de interferencia (ARNi) especifico del receptor TRPAI

En otra realizacion, los inhibidores del receptor TRPA1 que forman parte de las
composiciones de la invenciéon son ARNi que pueden desactivar la expresion del
receptor TRPA1 o cualquier gen componente necesario para una funcion del receptor
TRPAI1. La ARNi es un proceso de represion génica postranscripcional especifica de
secuencia que puede producirse en células eucariotas. En general, este proceso implica
la degradacion de un ARNm de una secuencia particular inducida por ARN bicatenario
(ARNds) que es homologo a esa secuencia. Por ejemplo, la expresion de un ARNds
largo que corresponde a la secuencia de un ARNm monocatenario particular (ARNss)
hara que ese mensaje sea labil, “interfiriendo” de ese modo con la expresion del gen
correspondiente. En consecuencia, puede reprimirse cualquier gen seleccionado
introduciendo un ARNds que corresponde a todo o una parte sustancial del ARNm para
ese gen. Parece que cuando se expresa un ARNds largo, se procesa inicialmente
mediante una ribonucleasa III para dar oligonucleotidos de ARNds mas cortos de tan
solo 21 a 22 pares de bases de longitud. En consecuencia, la ARNi puede efectuarse
mediante la introduccion o expresion de ARNds homoélogos relativamente cortos. De
hecho, el uso de ARNds homologos relativamente cortos puede tener ciertas ventajas tal

como se trata a continuacion.
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Los oligonucleotidos bicatenarios usados para efectuar la ARNi tienen preferiblemente
menos de 30 pares de bases de longitud y, mas preferiblemente, comprenden
aproximadamente 25, 24, 23, 22, 21, 20, 19, 18 6 17 pares de bases de acido
ribonucleico. Opcionalmente, los oligonucledtidos de ARNds de la invencion pueden
incluir extremos 3’ en proyeccion. Proyecciones en 3’ de 2 nucledtidos a modo de
ejemplo pueden estar compuestas por residuos de ribonucledtido de cualquier tipo o
incluso pueden estar compuestas por residuos de 2-desoxitimidina, lo que reduce el
coste de la sintesis de ARN y puede potenciar la resistencia a nucleasa de ARNsi en el
medio de cultivo de células y dentro de las células transfectadas (véase Elbashir ef al.,
Nature 411: 494-8, 2001). También pueden utilizarse ARNds mas largos de 50, 75, 100
o incluso 500 pares de bases o mas en ciertas realizaciones de la invencion.
Concentraciones a modo de ejemplo de ARNds para efectuar la ARNi son de
aproximadamente 0,05 nM, 0,1 nM, 0,5 nM, 1,0 nM, 1,5 nM, 25 nM o 100 nM, aunque
pueden utilizarse otras concentraciones dependiendo de la naturaleza de las células
tratadas, la diana génica y otros factores facilmente apreciables por el experto. Pueden
sintetizarse ARNds a modo de ejemplo quimicamente o producirse in vitro o in vivo
usando vectores de expresion apropiados. Los ARN sintéticos a modo de ejemplo
incluyen ARN de 21 nucledtidos sintetizado quimicamente usando métodos conocidos
en la técnica (por ejemplo, timidina fosforamidita y fosforamiditas de ARN Expedite
(Proligo, Alemania). Se desprotegen preferiblemente oligonucleodtidos sintéticos y se
purifican en gel usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Elbashir
et al., Genes Dev. 15: 188-200, 2001). Pueden transcribirse ARN mas largos a partir de
promotores, tales como promotores de ARN polimerasa de T7, conocidos en la técnica.
Una unica diana de ARN, colocada en ambas orientaciones posibles en el sentido de 3’
respecto a un promotor in vitro, transcribirda ambas hebras de la diana para crear un
oligonucledtido de ARNds de la secuencia diana deseada. Cualquiera de las especies de
ARN anteriores se disefiara para que incluya una parte de la secuencia de acido nucleico
representada en un acido nucleico diana, tal como, por ejemplo, un acido nucleico que
se hibrida, en condiciones rigurosas y/o fisiologicas, con el polinucleétido que codifica

para el receptor TRPA1 humano.

La secuencia especifica utilizada en el disefio de los oligonucledtidos puede ser

cualquier secuencia contigua de nucledtidos contenida dentro del mensaje génico
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expresado de la diana. Pueden usarse programas y algoritmos, conocidos en la técnica,
para seleccionar secuencias diana apropiadas. Ademas, pueden seleccionarse secuencias
optimas utilizando programas disefiados para predecir la estructura secundaria de una
secuencia de acido nucleico monocatenario especificada y permitir la seleccion de
aquellas secuencias que es probable que se produzcan en regiones monocatenarias
expuestas de un ARNm plegado. Pueden encontrarse métodos y composiciones para
disefiar oligonucleotidos apropiados, por ejemplo, en la patente estadounidense ntimero
6.251.588, cuyo contenido se incorpora al presente documento como referencia.
Generalmente, se piensa que el ARN mensajero (ARNm) es una molécula lineal que
contiene la informacion para dirigir la sintesis de proteinas dentro de la secuencia de
ribonucledtidos, sin embargo, estudios han revelado que existen varias estructuras
secundarias y terciarias en la mayoria de los ARNm. Los elementos de estructura
secundaria en el ARN se forman en gran medida mediante interacciones de tipo
Watson-Crick entre diferentes regiones de la misma molécula de ARN. Los elementos
estructurales secundarios importantes incluyen regiones bicatenarias intramoleculares,
bucles en horquilla, protuberancias en ARN duplex y bucles internos. Se forman
elementos estructurales terciarios cuando los elementos estructurales secundarios se
ponen en contacto entre si 0 con regiones monocatenarias para producir una estructura
tridimensional mas compleja. Varios investigadores han medido las energias de unién
de un gran nimero de estructuras de ARN duplex y han derivado un conjunto de reglas
que pueden usarse para predecir la estructura secundaria del ARN (véase, por ejemplo,
Jaeger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 7706, 1989; y Turner et al., Annu. Rev.
Biophys. Biophys. Chem. 17:167, 1988). Las reglas son utiles en la identificacion de
elementos estructurales del ARN vy, en particular, para identificar regiones de ARN
monocatenario que pueden representar segmentos preferidos del ARNm para
seleccionar como diana para lograr tecnologias antisentido, de ribozimas o de ARNi de
silenciamiento. En consecuencia, pueden identificarse segmentos preferidos de la diana
de ARNm para el disefio de oligonucleotidos de ARNds que median la ARNi asi como
para el disefio de composiciones de ribozimas y ribozimas de cabeza de martillo

apropiadas de la invencion.

Se han usado varios tipos diferentes de moléculas de manera eficaz en la tecnologia de

ARNI. ElI ARN de interferencia pequefio (ARNsi), conocido algunas veces como ARN
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de interferencia corto o ARN de silenciamiento, son una clase de moléculas de ARN
bicatenario de 20-25 nucleodtidos de longitud que desempefian una variedad de papeles
en biologia. De la manera maés notable, el ARNsi estd implicado en la ruta de
interferencia de ARN (ARNi) en la que el ARNsi interfiere con la expresion de un gen
especifico. Ademas de su papel en la ruta de ARNi, los ARNsi también actuan en rutas
relacionadas con ARNi, por ejemplo, como un mecanismo antiviral o en la
conformacion de la estructura de la cromatina de un genoma. Se ha mostrado que
ARNist sintéticos pueden inducir la ARN1 en células de mamifero. Este descubrimiento
condujo a un aumento en el uso de ARNsi/ARNi para la investigacion biomédica y el

desarrollo de farmacos.

Los microARN (miARN) son una clase relacionada de pequefios ARN reguladores
génicos, normalmente de 21-23 nt de longitud. Difieren normalmente del ARNSsi porque
se procesan a partir de precursores de ARN monocatenarios y muestran sélo una
complementariedad parcial con las dianas de ARNm. Estudios iniciales han indicado
que los miARN regulan la expresidon génica de manera postranscripcional al nivel de la
inhibicion de la traduccion en los cuerpos P en el citoplasma. Sin embargo, los miARN
también pueden guiar la escision del ARNm de manera similar a los ARNsi. Este es a
menudo el caso en plantas en las que los sitios diana normalmente son altamente
complementarios al miARN. Aunque pueden encontrarse sitios diana en ARNm de
plantas en la UTR en 5’°, los marcos de lectura abiertos y la UTR en 3°, en animales, es
la UTR en 3’ la que es la diana principal. Los miARN se transcriben en primer lugar
como parte de un microARN primario (pri-miARN). Se procesa entonces mediante la
Drosha con la ayuda de Pasha/DGCRS8 (=complejo de microprocesador) para dar
pre-miARN. Se exporta entonces el pre-miARN de aproximadamente 75 nt al
citoplasma mediante la exportina-5, en el que se corta entonces para dar moléculas
similares a ARNsi de 21-23 nt mediante Dicer. En algunos casos, pueden encontrarse

miARN multiples en el pri-miARN.

El ARN horquillado corto (ARNsh) es aun otro tipo de ARN que puede usarse para
efectuar la ARNi. Es una secuencia de ARN que realiza un giro de horquilla estrecho
que puede usarse para silenciar la expresion génica. El ARNsh se transcribe mediante la

ARN polimerasa III.
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En la actualidad, estan usandose de manera extensa ARN de interferencia corto (ARNsi)
y ARN horquillado corto (ARNsh) para silenciar diversos genes para silenciar funciones
llevadas a cabo por los genes. Cada vez es mas facil aprovechar la ARNi para silenciar
genes especificos, debido al desarrollo de bibliotecas de constructos de silenciamiento
de genes de ARNsh y ARNGsi de aplicacion comercial usando una variedad de fuentes.
Por ejemplo, se ha desarrollado RNAi Codex, que consiste en una base de datos de
informacion relacionada con ARNsh y un sitio web asociado, como portal para recursos
de ARNsh publicamente disponibles y esta accesible en http://codex.cshl.org. RNAi
Codex contiene actualmente datos de la biblioteca de ARNsh Hannon-Elledge y permite
el uso de nombres de genes faciles para el bidlogo para acceder a informacion sobre
constructos de ARNsh que pueden silenciar el gen de interés. Esta disefiado para
contener publicaciones y anotaciones aportadas por el usuario para cada constructo, a
medida que tales datos pasan a estar disponibles. Olson et al. (Nucleic Acids Res. 34
(Database issue): D153-D157, 2006, incorporado como referencia) han proporcionado
descripciones detalladas sobre caracteristicas de RNAi Codex, y han explicado el uso de
la herramienta. Toda esta informacion puede usarse para ayudar al disefio de los
diversos ARNsi o ARNsh que seleccionan como diana el receptor TRPA1 u otras

proteinas de interés.

Acidos nucleicos antisentido especificos del receptor TRPAI

En una realizacion adicional, la invencion se refiere al uso de los acidos nucleicos
“antisentido” aislados para inhibir la expresion, por ejemplo, inhibiendo la transcripcion
y/o traduccion de acidos nucleicos de los receptores TRPA1. Los acidos nucleicos
antisentido pueden wunirse a la posible diana farmacologica mediante
complementariedad de pares de bases convencional o, por ejemplo, en el caso de la
union a duplex de ADN, a través de interacciones especificas en el surco mayor de la
doble hélice. En general, estos métodos se refieren a la gama de técnicas empleadas
generalmente en la técnica, e incluyen cualquier método que se base en la unidn

especifica a secuencias oligonucleotidicas.

Un constructo antisentido de la presente invencién puede suministrarse, por ejemplo,

como un plasmido de expresion que, cuando se transcribe en la célula, produce ARN
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que es complementario a al menos una parte unica del ARNm celular que codifica para
un polipéptido del receptor TRPA1. Alternativamente, el constructo antisentido es una
sonda oligonucleotidica, que se genera ex vivo y que, cuando se introduce en la célula
provoca la inhibicion de la expresion mediante hibridacion con las secuencias de
ARNm y/o gendémicas de un 4cido nucleico diana. Tales sondas oligonucleotidicas son
preferiblemente oligonucledtidos modificados, que son resistentes a nucleasas
enddgenas, por ejemplo, exonucleasas y/o endonucleasas, y por tanto son estables in
vivo. Moléculas de &cido nucleico a modo de ejemplo para su uso como
oligonucledtidos antisentido son analogos de fosforamidato, fosfoticato y
metilfosfonato de ADN (véanse también las patentes estadounidenses numeros
5.176.996; 5.264.564; y 5.256.775). Adicionalmente, se han revisado enfoques
generales para construir oligobmeros utiles en la terapia antisentido, por ejemplo, por
Van der Krol e al., BioTechniques 6: 958-976, 1988; y Stein ef al., Cancer Res 48:
2659-2668, 1988.

Con respecto al ADN antisentido, se prefieren oligodesoxirribonucledtidos derivados
del sitio de iniciacion de la traduccion, por ejemplo, entre las regiones -10 y +10 del gen
diana. Los enfoques antisentido implican el disefio de oligonucleotidos (o bien ADN o
bien ARN) que son complementarios al ARNm que codifica para el polipéptido diana.
Los oligonucleotidos antisentido se uniran a los transcritos de ARNm y evitaran su
traduccion. No se requiere una complementariedad absoluta, aunque se prefiere. En el
caso de acidos nucleicos antisentido bicatenarios, puede someterse a prueba por tanto
una unica hebra del ARN duplex, o puede someterse a ensayo la formacion de triplex.
La capacidad para hibridarse dependera tanto del grado de complementariedad como de
la longitud del 4cido nucleico antisentido. Generalmente, cuando mas largo sea el acido
nucleico de hibridacion, més apareamientos erroneos de bases con un ARN podra
contener y formar todavia un duplex estable (o triplex, como puede ser el caso). Un
experto en la técnica puede establecer un grado tolerable de apareamientos erroneos
mediante el uso de procedimientos convencionales para determinar el punto de fusion

del complejo hibridado.

Oligonucleotidos que son complementarios al extremo 5’ del ARNm, por ejemplo, la
secuencia no traducida en 5’ hasta e incluyendo el codon de iniciacion AUG, deben

funcionar de la manera més eficaz en la inhibicion de la traduccion. Sin embargo, se ha
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mostrado recientemente que secuencias complementarias a las secuencias no traducidas
en 3’ de los ARNm son eficaces también en la inhibicion de la traduccion de los ARNm
(Wagner, Nature 372: 333, 1994). Por tanto, oligonucleotidos complementarios a las
regiones no codificantes, no traducidas o bien en 5’ o bien en 3’ de un gen podrian
usarse en un enfoque antisentido para inhibir la traduccion de ese ARNm.
Oligonucleotidos complementarios a la region no traducida en 5° del ARNm deben
incluir el complemento del codon de iniciacion AUG. Oligonucledtidos antisentido
complementarios a las regiones codificantes del ARNm son inhibidores de la traduccion
menos eficaces, pero podrian usarse también segiin la invencion. Ya se disefien para
hibridarse con la region 5°, 3° o codificante del ARNm, los 4cidos nucleicos antisentido
deben tener al menos seis nucleotidos de longitud, y preferiblemente tienen menos de
aproximadamente 100 y mas preferiblemente menos de aproximadamente 50, 25, 17 6

10 nucleotidos de longitud.

Se prefiere que se realicen en primer lugar estudios in vitro para cuantificar la capacidad
del oligonucledtido antisentido para inhibir la expresion génica. Se prefiere que estos
estudios utilicen controles que distingan entre inhibicion génica antisentido y efectos
biologicos no especificos de oligonucledtidos. Se prefiere también que estos estudios
comparen los niveles de proteina o ARN diana con los de una proteina o ARN control
interno. Los resultados obtenidos usando el oligonucleotido antisentido pueden
compararse con los obtenidos usando un oligonucledtido control. Se prefiere que el
oligonucledtido control sea de aproximadamente la misma longitud que el
oligonucledtido de prueba y que la secuencia oligonucleotidica del oligonucleétido
difiera de la secuencia antisentido no mas de lo necesario para impedir la hibridacién

especifica con la secuencia diana.

Los oligonucleotidos antisentido pueden ser ADN o ARN o mezclas quiméricas o
derivados o versiones modificadas de los mismos, monocatenarios o bicatenarios. El
oligonucledtido puede modificarse en el resto de base, el resto de azlicar o la estructura
principal de fosfato, por ejemplo, para mejorar la estabilidad de la molécula, la
hibridacion, etc. El oligonucledtido puede incluir otros grupos unidos tales como
péptidos (por ejemplo, para seleccionar como diana receptores de células huésped), o
agentes que facilitan el transporte a través de la membrana celular (véanse, por ejemplo,

Letsinger ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-6556, 1989; Lemaitre ef al.,
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Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 648-652, 1987; publicacion PCT nimero WO88/09810) o la
barrera hematoencefalica (véase, por ejemplo, el documento WO89/10134), agentes de
escision desencadenada por hibridacion (véase, por ejemplo, Krol ef al., BioTechniques
6: 958-976, 1988) o agentes de intercalacion (véase, por ejemplo, Zon, Pharm. Res. 5:
539-549, 1988). Para este fin, el oligonucledtido puede conjugarse con otra molécula,
por ejemplo, un péptido, un agente de reticulacion desencadenada por hibridacion, un

agente de transporte, un agente de escision desencadenada por hibridacion, etc.

El oligonucleotido antisentido puede comprender al menos un resto de base modificada
que se selecciona del grupo que incluye pero no se limita a S-fluorouracilo,
S-bromouracilo, S-clorouracilo, 5-yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina,
5-(carboxihidroxitietil Juracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouridina,
S-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, beta-D-galactosolqueosina, inosina,
No6-isopenteniladenina, 1-metilguanina, I-metilinosina, 2,2-dimetilguanina,
2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-adenina,
7-metilguanina, S-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo,
beta-D-manosilqueosina, 5’-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo,
2-metiltio-N6-1sopenteniladenina, 4acido uracil-5-oxiacético (v), wybutoxosina,
pseudouracilo, queosina, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo,
S-metiluracilo, éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, acido uracil-5-oxiacético (v),
5-metil-2-tiouracilo, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil uracilo, (acp3)w y

2,6-diaminopurina.

El oligonucledtido antisentido puede comprender también al menos un resto de azucar
modificada seleccionada del grupo que incluye pero no se limita a arabinosa,
2-fluoroarabinosa, xilulosa y hexosa. El oligonucleotido antisentido puede contener
también una estructura principal similar a péptido neutro. Tales moléculas se
denominan oligémeros de acido nucleico peptidico (PNA) y se describen, por ejemplo,
en Perry-O’Keefe ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93: 14670, 1996, y en Eglom et
al., Nature 365: 566, 1993. Una ventaja de los oligobmeros de PNA es su capacidad para
unirse a ADN complementario esencialmente de manera independiente de la fuerza
i6nica del medio debido a la estructura principal neutra del ADN. Aun en otra
realizacion, el oligonucleodtido antisentido comprende al menos una estructura principal

de fosfato modificada seleccionada del grupo que consiste en un fosforotioato, un
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fosforoditioato, un fosforamidotioato, un fosforamidato, un fosforodiamidato, un

metilfosfonato, un alquil fosfotriéster y un formacetal o analogos de los mismos.

Aln en otra realizacidén, el oligonucledtido antisentido es un oligonucleotido
alfa-anomérico. Un oligonucledtido alfa-anomérico forma hibridos bicatenarios
especificos con ARN complementario en los que, al contrario que la orientacion
antiparalela habitual, las hebras se disponen en paralelo entre si (Gautier et al., Nucl.
Acids Res. 15: 6625-6641, 1987). El oligonucledtido es un 2’-0-metilrribonucledtido
(Inoue et al., Nucl. Acids Res. 15: 6131-6148, 1987), o un analogo de ARN-ADN
quimérico (Inoue ef al., FEBS Lett. 215: 327-330, 1987).

Aunque pueden usarse nuclettidos antisentido complementarios a la region codificante
de una secuencia de ARNm diana, también pueden usarse aquéllos complementarios a

la region no traducida transcrita.

En ciertos casos, puede ser dificil lograr concentraciones intracelulares del
oligonucledtido antisentido suficientes para suprimir la traduccion en ARNm
endogenos. Por tanto, un enfoque preferido utiliza un constructo de ADN recombinante
en el que el oligonucledtido antisentido se coloca bajo el control de un promotor pol 111
o pol II fuerte. El uso de un constructo de este tipo para transfectar células diana dara
como resultado la transcripcion de cantidades suficientes de ARN monocatenario que
formara pares de bases complementarias con los transcritos de posibles dianas
farmacologicas endogenas y de ese modo impediran la traduccion. Por ejemplo, puede
introducirse un vector de manera que se tome por una célula y dirija la transcripcion de
un ARN antisentido. Un vector de este tipo puede permanecer de manera episomal o
integrarse cromosomicamente, siempre que pueda transcribirse para producir el ARN
antisentido deseado. Tales vectores pueden construirse mediante métodos de tecnologia
de ARN recombinante convencionales en la técnica. Los vectores pueden ser plasmidos,
virales u otros conocidos en la técnica, usados para la replicacion y expresion en células
de mamifero. La expresion de la secuencia que codifica para el ARN antisentido puede
ser mediante cualquier promotor conocido en la técnica que actia en células de
mamifero, preferiblemente humanas. Tales promotores pueden ser inducibles o
constitutivos. Tales promotores incluyen pero no se limitan a: la region promotora

temprana de SV40 (Bernoist y Chambon, Nature 290: 304-310, 1981), el promotor
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contenido en la repeticiéon terminal larga en 3’ del virus del sarcoma de Rous
(Yamamoto et al., Cell 22: 787-797, 1980), el promotor de timidina cinasa del herpes
(Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 1441-1445, 1981), las secuencias
reguladoras del gen de la metalotioneina (Brinster ef a/, Nature 296: 39-42, 1982), etc.
Puede usarse cualquier tipo de plasmido, cosmido, YAC o vector viral para preparar el
constructo de ADN recombinante, que puede introducirse directamente en el sitio del
tejido.

Alternativamente, puede reducirse la expresion del gen diana seleccionando como diana
secuencias de desoxirribonucledtidos complementarias a la region reguladora del gen
(es decir, el promotor y/o los potenciadores) para formar estructuras de triple hélice que
impidan la transcripcion del gen en células diana en el organismo (véase de manera
general, Helene, Anticancer Drug Des. 6(6): 569-84, 1991; Helene ef al., Ann. N.Y.
Acad. Sci., 660: 27-36, 1992; y Maher, Bioassays 14(12): 807-15, 1992).

Las moléculas de acido nucleico que van a usarse en la formacion de la triple hélice
para la inhibicion de la transcripcién son preferiblemente monocatenarias y estan
compuestas de desoxirribonucledtidos. La composicion de bases de estos
oligonucledtidos debe promover la formacion de la triple hélice por medio de las reglas
de apareamiento de bases de Hoogsteen, que generalmente requieren que estén
presentes tramos considerables de o bien purinas o bien pirimidinas en una hebra de un
duplex. Las secuencias de nucledtidos pueden ser a base de pirimidina, lo que dara
como resultado tripletes de TAT y CGC a través de las tres hebras asociadas de la triple
hélice resultante. Las moléculas ricas en pirimidina proporcionan complementariedad
de bases a una region rica en purina de una unica hebra del duplex en una orientacion
paralela con respecto a esa hebra. Ademas, pueden elegirse moléculas de acido nucleico
que sean ricas en purina, por ejemplo, que contienen un tramo de residuos de G. Estas
moléculas formaran una triple hélice con un duplex de ADN que es rico en pares de GC,
en los que la mayoria de los residuos de purina se ubican en una unica hebra del duplex
seleccionado como diana, dando como resultado tripletes de CGC a través de las tres

hebras del triplex.

Alternativamente, las posibles secuencias diana que pueden seleccionarse como diana

para la formacion de la triple hélice pueden aumentarse creando una denominada
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molécula de 4cido nucleico “en zigzag”. Las moléculas en zigzag se sintetizan de
manera 5°-3°, 3’-5’ alternante, de manera que las bases se aparean primero con una
hebra de un duplex y luego con la otra, eliminando la necesidad de que esté presente un

tramo considerable de o bien purinas o bien pirimidinas en una hebra de un duplex.

En ciertas realizaciones, los oligonucleotidos antisentido son antisentidos de morfolino.
Los morfolinos son moléculas sintéticas que son el producto de un redisefio de una
estructura de acido nucleico natural. Habitualmente de 25 bases de longitud, se unen a
secuencias complementarias de ARN mediante apareamiento de bases de acido nucleico
convencional. Estructuralmente, la diferencia entre los morfolinos y el ADN es que
mientras los morfolinos tienen bases de acido nucleico convencionales, esas bases estan
unidas a anillos de morfolina en lugar de anillos de desoxirribosa, y se unen a través de
grupos fosforodiamidato en lugar de fosfatos. La sustitucion de fosfatos anionicos por
los grupos fosforodiamidato no cargados elimina la ionizacion en el intervalo de pH
fisiologico habitual, de modo que los morfolinos en organismos o células son moléculas
no cargadas. Los morfolinos son oligos no quiméricos; toda la estructura principal de un
morfolino esta compuesta por estas subunidades modificadas. Los morfolinos se usan lo
mas comunmente como oligos monocatenarios, aunque pueden usarse heteroduplex de
una hebra de morfolino y una hebra de ADN complementaria en combinacion con

reactivos de suministro citosélicos cationicos.

A diferencia de muchos tipos estructurales antisentido (por ejemplo, fosforotioatos), los
morfolinos no degradan sus moléculas de ARN diana. En su lugar, los morfolinos
actian mediante “bloqueo estérico”, uniéndose a una secuencia diana dentro de un ARN
y simplemente poniéndose en el camino de moléculas que de lo contrario podrian
interaccionar con el ARN. Los oligos de morfolino se usan a menudo para investigar el
papel de un transcrito de ARNm especifico en un embrion, tal como huevos o
embriones de pez cebra, rana con garras africana (Xenopus), pollo y erizo de mar, que
producen embriones tratados con morfolino. Con sistemas de suministro citosolico

apropiados, los morfolinos son eficaces en cultivo celular.

Unidos a la region no traducida en 5° de un ARN mensajero (ARNm), los morfolinos
pueden interferir con la progresion del complejo de iniciacion ribosémico desde la

caperuza en 5’ hasta el codon de iniciacion. Esto impide la traduccion de la region
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codificante del transcrito seleccionado como diana (denominado “desactivacién”
(“knocking down”) de la expresion génica). Los morfolinos proporcionan un medio
conveniente de “desactivacion” de la expresion de la proteina y de aprendizaje de cdmo
esa desactivacion cambia las células o el organismo. Algunos morfolinos desactivan la
expresion tan eficazmente que tras la degradacion de proteinas preexistentes las
proteinas  seleccionadas como diana se hacen indetectables mediante

inmunotransferencia de tipo Western.

Los morfolinos también pueden interferir con las etapas de procesamiento del pre-
ARNm, habitualmente impidiendo que los complejos de snRNP que dirigen el corte y
empalme se unan a sus dianas en los limites de los intrones en una hebra de pre-ARN.
Impedir que Ul (en el sitio donador) o U2/US (en el resto polipirimidina y el sitio
aceptor) se unan puede provocar un corte y empalme modificado, conduciendo
comunmente a exclusiones de exones del ARNm maduro. La seleccion como diana de
algunas dianas de corte y empalme da como resultado inclusiones de intrones, mientras
que la activacion de sitios de corte y empalme cripticos puede conducir a exclusiones o
inclusiones parciales. Las dianas de snRNP U11/U12 también pueden bloquearse. La
modificacion del corte y empalme puede someterse a ensayo de manera conveniente
mediante reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) y se
observa como un desplazamiento de las bandas tras la electroforesis en gel de los

productos de RT-PCR.

Se han usado también morfolinos para bloquear la actividad del ARNmi, la actividad de
ribozimas, silenciadores de corte y empalme intronicos y potenciadores de corte y
empalme. Se han inhibido las funciones de las snRNP U2 y U12 mediante morfolinos.
Los morfolinos dirigidos a secuencias de ARNm “resbaladizas” (“s/ippery”) dentro de
regiones que codifican para proteinas pueden inducir desplazamientos del marco
traduccional. Las actividades de los morfolinos frente a esta variedad de dianas sugieren
que los morfolinos pueden usarse como herramienta de proposito general para bloquear

interacciones de proteinas o acidos nucleicos con el ARNm.

En una realizacion particular, el inhibidor del receptor TRPA1 se selecciona de los
compuestos de la tabla I, incluyendo combinaciones de los mismos. En una realizacion

preferida, el inhibidor del receptor TRPA1 se selecciona del grupo que consiste en 2-
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(1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidro-7H-purin-7-il)-N-(4-isopropilfenil)acetamida
(comunmente conocido como HC-030031), oxima de 4-(4-clorofenil)-3-metil-3-buten-
2-ona (comunmente conocido como AP18), alcanfor, mentol, gadolinio, rojo de rutenio,

gentamicina y amilorida.

Las cantidades eficaces del inhibidor del receptor TRPA1 dependeran del modo de
administracion, la frecuencia de administracion, la naturaleza del tratamiento, la edad y
el estado del individuo que va a tratarse, y del tipo de composicion farmacéutica usada
para suministrar el compuesto en un sistema vivo. Niveles eficaces de inhibidor del
receptor TRPA1 pueden oscilar desde 50 nM hasta 5 pM (administrado a animales
experimentales como 20-30 mg/kg dos veces al dia durante diez dias), dependiendo del
compuesto, el sistema, los criterios de valoracion experimentales y clinicos y los
umbrales de toxicidad. Aunque las dosis individuales varian, un experto en la técnica
puede determinar intervalos optimos de cantidades eficaces. Para inhibidores del
receptor TRPA1 que estan implicados en ensayos clinicos para otras indicaciones,
pueden considerarse las dosificaciones seguras y eficaces identificadas en tales ensayos

cuando se seleccionan dosificaciones para tratamientos segun la presente invencion.

El inhibidor del receptor TRPA1 usado segun los métodos de la presente invencion
puede administrarse solo o como una composicion farmacéutica, que incluye el/los
compuesto(s) y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los bloqueantes del receptor
TRPA1 se proporcionan normalmente como una composicion farmacéutica. La
composicion farmacéutica puede incluir también excipientes adecuados, o
estabilizadores, y puede estar en forma liquida o sélida tal como comprimidos, capsulas,
polvos, disoluciones, suspensiones o emulsiones. Normalmente, la composicion
contendra de desde aproximadamente el 0,01 hasta el 99 por ciento, preferiblemente
desde aproximadamente el 5 hasta el 95 por ciento de compuesto(s) activo(s), junto con

el vehiculo.

El inhibidor del receptor TRPA1, cuando se combina con vehiculos, excipientes o
estabilizadores farmacéutica o fisiolégicamente aceptables, ya sea en forma solida o
liquida tal como comprimidos, céapsulas, polvos, disoluciones, suspensiones o
emulsiones, puede administrarse por via oral, por via parenteral, por via subcutanea, por

via intravenosa, por via intramuscular, por via intraperitoneal, mediante instilacién
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intranasal, mediante implantacion, mediante instilacion intravesical o intracavitaria, por
via intraocular, por via intraarterial, por via intralesional, por via transdérmica o
mediante aplicacion a membranas mucosas, tales como las de la nariz, la garganta y los

tubos bronquiales (es decir, inhalacion).

Para la mayoria de los fines terapéuticos, el inhibidor del receptor TRPA1 puede
administrarse por via oral como un s6lido o como una disolucion o suspension en forma
liquida, por medio de inyecciéon como una disolucion o suspension en forma liquida, o
por medio de inhalacion de una disolucién o suspension nebulizada. Las formas
farmacéuticas unitarias solidas pueden ser del tipo convencional. La forma solida puede
ser una capsula, tal como un tipo de gelatina ordinario que contiene los compuestos de
la presente invencion y un vehiculo, por ejemplo, lubricantes y cargas inertes tales como
lactosa, sacarosa o almidon de maiz. En otra realizacion, estos compuestos se preparan
en comprimidos con bases de comprimidos convencionales tales como lactosa, sacarosa
o almidon de maiz en combinacion con aglutinantes como goma arabiga, almidon de
maiz o gelatina, agentes disgregantes, tales como almidon de maiz, almidon de patata o

acido alginico, y un lubricante, como acido estearico o estearato de magnesio.

Para dosificaciones inyectables, pueden prepararse disoluciones o suspensiones de estos
materiales en un diluyente fisiologicamente aceptable con un vehiculo farmacéutico.
Tales vehiculos incluyen liquidos estériles, tales como agua y aceites, con o sin la
adicion de un tensioactivo y otro vehiculo farmacéutica y fisiologicamente aceptable,
incluyendo adyuvantes, excipientes o estabilizadores. Aceites ilustrativos son los de
origen sintético, vegetal, animal o del petrédleo, por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite
de soja o aceite mineral. En general, agua, solucion salina, dextrosa acuosa y disolucion
de azucar relacionada, y glicoles tales como propilenglicol o polietilenglicol son

vehiculos liquidos preferidos, particularmente para disoluciones inyectables.

Para su uso como aerosoles, el compuesto en disolucion o suspension puede envasarse
en un recipiente de aerosol presurizado junto con propelentes adecuados, por ejemplo,
propelentes hidrocarbonados como propano, butano o isobutano con adyuvantes
convencionales. Los materiales de la presente invencion también pueden administrarse

en forma no presurizada tal como en un nebulizador o atomizador.
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Para vias transdérmicas, el compuesto esta presente en un vehiculo que forma una
composicion en forma de una crema, locion, disolucion y/o emulsion. La composicion
puede incluirse en un parche transdérmico del tipo de matriz o depdsito tal como son

convencionales en la técnica para este fin.

Se contempla el uso de combinaciones de inhibidores del receptor TRPA1 descritos en

la tabla I.

Se contempla también que la administracion del inhibidor del receptor TRPA1 pueda
llevarse a cabo en combinacidén con otros tratamientos terapéuticos adecuados que son
utiles para tratar una enfermedad ocasionada por una infeccion bacteriana o por
exposicion a endotoxinas bacterianas. Por tanto, en otra realizacidn, el inhibidor del
receptor TRPA1 puede combinarse con otros farmacos para el tratamiento de una
enfermedad ocasionada por una infeccion bacteriana o por exposicion a endotoxinas
bacterianas. Ejemplos de estos farmacos son agentes antibioticos, agentes antivirales,
agentes  antifingicos, agentes antiparasiticos, corticoesteroides, farmacos
antiinflamatorios no esteroides, farmacos que modifican la neovascularizacion,

antihistaminicos, neuropéptidos, neuromoduladores y bloqueantes del canal de Na .

En el contexto de la presente invencidn, por infeccion bacteriana se entiende aquella
condicion bajo la cual un organismo es invadido por un material extrafio, en particular
una bacteria. El resultado de una infeccion bacteriana puede incluir el crecimiento de la

bacteria, la produccion de toxinas y el dafio al organismo infectado.

La infeccién bacteriana puede ser causada por bacterias gram positivas o gram
negativas. Ejemplos de bacterias gram positivas y gram negativas se citan en el

documento W02009/020643.

En una realizacion particular, la infeccion bacteriana es causada por bacterias gram

negativas, preferentemente por Escherichia coli.

Ejemplos de infecciones bacterianas incluyen infecciones del tracto urinario,
infecciones del tracto respiratorio, infecciones del tejido dérmico, infecciones del
plasma sanguineo, infecciones estomacales e intestinales o infecciones del sistema

nervioso central.
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De forma aun mas preferente, la infeccion bacteriana es causada por los
lipopolisacaridos (LPS) procedentes de la membrana externa de la bacteria Escherichia

coli.

El LPS puede inducir varias reacciones potencialmente letales, incluyendo una fuerte
estimulacion de la respuesta inmune, la constriccion de las vias respiratorias y una
vasodilatacion arterial que puede llevar a una severa caida en la presion arterial.
Ademas, el LPS puede inducir sintomas de irritacién y dolor que acompafian a muchas
infecciones bacterianas topicas y sistémicas. El dolor agudo y cronico es un sintoma
muy frecuente en la meningitis, la pulpitis, el dolor de las heridas infectadas, cistitis
bacteriana, la prostatitis cronica y el dolor abdominal crénico en el sindrome de

intestino irritable post-infeccioso.

En particular, el LPS puede inducir sepsis o shock séptico, una severa enfermedad
causada por una infeccion del flujo sanguineo como consecuencia de las toxinas
producidas por las bacterias. Esta infeccion bacteriana puede originarse en cualquier
parte del cuerpo, no obstante es mas comun en rifiones, higado o vesicula biliar,
intestino, piel y pulmones. Dicha infeccion ocurre asimismo en pacientes
hospitalizados, y los lugares comunes de infeccion incluyen las vias intravenosas, las
heridas quirurgicas, los drenajes quirurgicos, ulceras y escaras. La sepsis conlleva una

severa caida de la presion arterial (hipotension) provocando un shock.

Por tanto, enfermedades causadas por infecciones bacterianas pueden ser dolor, en
particular dolor agudo, dolor crénico, dolor nociceptivo y dolor inflamatorio, e

hipotensidn asociada al shock séptico.

El LPS es una endotoxina bacteriana que también puede ser adquirida por la exposicion
al aire contaminado, al polvo organico y al polvo en los hogares, lo que influye en la
exacerbacion de los sintomas del asma. Asimismo, estd presente en el humo de los
cigarrillos. La exposicion al LPS provoca una respuesta inflamatoria acompafiada de
hipersensibilidad en las vias respiratorias lo que contribuye a la etiologia y/o
exacerbacion de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica. Ademas, se postula que
puede contribuir a la patogénesis de la bronquitis crénica que se desarrolla en

fumadores activos y pasivos.
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Por tanto, en una realizacion particular de la presente invencion, los inhibidores de
TRPA1 se utilizan en la preparacion de un medicamento dirigido al tratamiento de
enfermedades causadas por exposicion a endotoxinas bacterianas. Dichas enfermedades
incluyen, por ejemplo, el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y la

bronquitis crénica en fumadores activos y pasivos.

Por otra parte, algunos tipos de LPS o derivados de los mismos son utilizados como
adyuvantes en vacunas por su capacidad inmunogénica. No obstante, resultan toxicos y
en muchos casos provocan una respuesta inflamatoria severa, postulandose ademas que
estimulan los nervios aferentes sensoriales, dando lugar a una sensibilizacién de la

respuesta inmune.

Por tanto, en otra realizacidén particular de la presente invencion, las enfermedades
causadas por exposicion a endotoxinas bacterianas son enfermedades de tipo

inflamatorio causadas por el uso de endotoxinas como adyuvantes en vacunas.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, los

cuales no pretenden ser limitativos de su alcance.

Ejemplos

Ejemplo 1. Estimulacion del TRPA1 nativo de nociceptores mediante LPS.

Mediante el uso de fluorimetria de calcio intracelular [Ca*"]; basada en el fluoréforo
fura-2, se encontr6 que extractos del LPS de F.coli (10 pg/ml) producen un incremento
de la [Ca® )i en el 17.8% (32/180) de las neuronas de cultivos primarios obtenidos a
partir de ganglios nodosos de ratones con fenotipo silvestre (WT) (Fig. 1A and 1D).
Cabe destacar, que las neuronas del nodoso procedentes de ratones nulos para la
expresion del receptor TLR4 (77/r4 KO) respondieron con una incidencia (32/136, p =
0.26; Fig. 1B and 1D) y amplitud similares (p = 0.6), lo que sugiere que los efectos
observados durante la aplicacion del LPS en neuronas sensoriales del nodoso, no estan
mediados por TLR4. Ademas, la mayor parte de neuronas WT y 7/r4 KO que
respondieron al LPS, también lo hicieron a cinamaldehido (100 puM) y a capsaicina (100
nM) (Fig. 1A-B and D), lo que indica que son neuronas nociceptoras polimodales (Story

G. M. ycol, Cell, 2003, 112, 819-829; Jordt S. E. y col., Nature, 2004, 427, 260-265)
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y sugiere que las respuestas neuronales al LPS son mediadas por el canal idnico
TRPAI, el quimionociceptor de un gran abanico de compuestos con propiedades
irritantes (Peterlin Z. y col., Neuron, 2007, 53, 635-638; Bautista D. M. y col., Cell,
2006, 124, 1269-1282). Incluso, se encontrd que las neuronas del nodoso de ratones
Trpal KO respondieron al LPS con una incidencia significativamente menor (p=8*10*;
Fig. 1C and 1D) ademas de una menor amplitud (p = 0.01) que las neuronas WT. Los
experimentos realizados con neuronas sensoriales trigeminales (TG) arrojaron unos
resultados similares, con un gran solapamiento de la poblacion de neuronas sensibles al
LPS y a cinamaldehido en el WT (82.3%, 28/34) y una drastica reduccion en la
incidencia (p = 2*10™; Fig. 1D) y amplitud (p = 0.02) de las respuestas al LPS en
ratones TRPA1 KO frente al WT. Ademas, la pre-aplicacion de HC-030031, un
conocido inhibidor de TRPA1 (McNamara C. R. y col.,, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,
2007, 104, 13525-13530), aboli6 enormemente las respuestas al LPS en neuronas
trigeminales (p < 10™*; Fig. 1D), mientras que el lavado del inhibidor permitio la
aparicion de las respuestas inducidas por el LPS, principalmente en neuronas sensibles a
cinamaldehido (94%) (Fig. 1D). Es destacable que las respuestas al LPS en neuronas
viscerales de ratones nulos para la expresion de TRPV1 7rpv/ KO mice, fueron
robustas (p = 0.42, datos no mostrados) y casi tan frecuentes (25/187, P = 0.2527)
como en los ratones WT (Fig. 1D), lo que indica que TRPV1 no es la diana primaria del

LPS en los nociceptores.

Para analizar la accion del LPS sobre neuronas sensoriales en un contexto mas
fisiologico, se realizaron registros electrofisiologicos extracelulares en una preparacion
ex-vivo de nervio lingual de la rama V3 del trigémino. La aplicacién del LPS sobre el
campo receptor de fibras nociceptoras que previamente habian respondido a estimulo
mecanico y calor intenso, produjo un incremento significativo de la frecuencia de
disparo en el 50 % de ellas, precisamente aquellas que fueron activadas por el aceite de
mostaza, un conocido agonista de TRPA1 (Fig. 1E, F). Colectivamente, estos
resultados, demuestran que el canal idnico TRPAI, pero no el receptor canénico del
LPS, TLR4, es critico para la mediacidn de los efectos agudos excitadores que el LPS

produce en neuronas nociceptoras.

Ejemplo 2. Estimulacién del TRPA1 recombinante de raton y humano mediante LPS
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Se examino si el LPS estimula el canal ionico TRPA1. A tal efecto, se midieron los
cambios de la [Ca®" ]ien células CHO (Chinesse ovarium cells) que expresan de forma
heterologa el TRPA1 de raton (células CHO-A1) (Story G. M. y col.,, Cell, 2003, 112,
819-829). El LPS indujo un incremento reversible y dependiente de la dosis aplicada en
células CHO-A1, con una concentracion efectiva (ECsp) de 3.3 = 0.5 ug/ml (Fig. 2A,
B). La estimulacion inducida por el LPS no se observo en ausencia de Ca”" extracelular
(1 mM EGTA, datos no mostrados), lo que demuestra que este efecto del LPS esta
mediado por el paso de Ca”" a través de canales ionicos TRPA1 y no por la liberacion
de depositos intracelulares. Cabe destacar, que en células transfectadas con canales
i6nicos TRP humanos, el LPS también estimulé TRPA1, pero result6 inefectivo en la
estimulacion de otros canales i6nicos TRP que se expresan en neuronas sensoriales
nociceptoras , como son el receptor vaniloide TRPV1 , el receptor de mentol TRPMS8 y

el receptor activado por 69-tetrahidrocannabiol TRPV2 (datos no mostrados).

La estimulacion de TRPAT por el LPS se confirmo6 en experimentos de patch-clamp
mediante la configuracion de célula entera, en los cuales, la aplicacidon extracelular de
LPS (20 pg/ml) incremento la amplitud de las corrientes registradas en células CHO-A1
(Fig. 2C, D), pero fue inefectiva en células CHO sin transfectar (Fig. 2D). Ademas, el
inhibidor especifico de TRPA1, HC-030031, evit totalmente y/o revirtio el incremento
producido por el LPS de la corriente mediada por canales ionicos TRPA1 (Fig. 2E). En

conjunto, estos resultados demuestran que el LPS activa directamente TRPA1.

Ejemplo 3. Evidencias sobre el mecanismo de interaccion del LPS y TRPAI1.

Se exploro el mecanismo(s) por el que el LPS estimula TRPA1. Este canal i6nico puede
ser activado por la modificacion covalente de los aminoacidos del dominio intracelular
N-terminal por compuestos electrofilicos y por iones calcio permeantes (Viana F. y
Ferrer-Montiel A., Expert. Opin. Ther. Pat, 2009, 19, 1787-1799). Sin embargo, es poco
probable que ninguno de estos mecanismos medie los efectos del LPS. El LPS no es un
reactivo electrofilico y estimula a TRPA1 en ausencia de Ca’” (Al = -67 + 18 pA at -75
mV, p=0.014; 144 + 18 pA at +50 mV, p = 0.0004; n = 6; paired T test; Fig. 3A). Por
otro lado, el LPS indujo un cambio significativo hacia la izquierda de la dependencia de
voltaje de la activacion de TRPAT1 (Fig. 3B), retrasando el cierre del canal y acelerando

la apertura (datos no mostrados), demostrando que, al igual que ocurre con otros
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agonistas no electrofilicos (Karashima Y. y col.,, J Neurosci., 2007, 27, 9874-9884,
Fajardo O., Meseguer V. y col., Channels, 2008, 2, 429-438; Talavera K. y col,
Nat.Neurosci., 2009, 12, 1293-1299), el LPS estabiliza el estado abierto de TRPAI.

Es bien conocido que las acciones biologicas del LPS y la activacion de TRPA1 se
modula por moléculas anfipaticas que producen un estrés mecanico en la membrana
plasmatica (Hill K. y Schaefer M., J. Biol. Chem., 2007, 282, 7145-7153); Seydel U., y
col., J. Endotoxin. Res., 2001, 7, 243-247). De acuerdo con estas observaciones, se
encontrd una fuerte influencia del trinitrifenol (TNP), un compuesto anfipatico con
carga negativa que induce crenacion de la membrana plasmatica, sobre las respuestas
mediadas por TRPAT1 en respuesta al LPS. El pretratamiento con trinitrofenol, potencio
las respuestas de [Ca”>"]; evocadas por bajas concentraciones de LPS en células CHO-A1
(Fig. 3C). La sospecha de que la insercion del LPS en la membrana plasmatica es
responsable de su accion estimuladora sobre TRPAT, nos llevo a ensayar los efectos del
lipido A, que es el componente lipidico de anclaje a la membrana que forma el elemento
biologicamente activo de la molécula del LPS Raetz C. R., y col., Annu. Rev. Biochem.,
2007, 76, 295-329). La aplicacion de 10-50 pug/ml de lipido A indujo respuestas
dependientes de la dosis aplicada en células CHO-A1, pero no en las células control

(Fig. 3D).

La conformacion tridimensional del lipido A, resulta crucial para la actividad biologica
del LPS (Ej: produccion de citoquinas), y estd determinada en gran medida por el
numero de acidos grasos y de grupos fosfato que determinan la carga neta negativa de la
molécula. En este sentido, las moléculas de LPS que contienen un lipido A conico son
mas activas biologicamente que aquellas que lo tienen cilindrico (Raetz C. R, y col.,,
Annu. Rev. Biochem., 2007, 76, 295-329), Brandenburg K., y col., Subcell. Biochem.,
2010, 53, 53-67). Se aplicaron varios LPS de lipido A conico (hexaacyl asimétrico)
procedentes de . coli, S. thyphimurium and K. pneumoniae, sobre células CHO-A1, e
indyujeron las respuestas mas potentes (Fig. 3E and F) en comparacion con aquellos
procedentes de S. marcescens y P. aeruginosa, que tienen un lipido A cilindrico
(pentaacyl), y el LPS de N. meningitidis, cilindrico (hexaacyl simétrico), que no mostro
un efecto significativo sobre TRPA1. Colectivamente, estos datos sugieren que la mayor
capacidad de un LPS determinado, de inducir alteraciones mecanicas de la membrana

plasmatica, se corresponde con una mayor capacidad para activar TRPAL.
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Ejemplo 4. Contribucién de TRPA1 a las respuestas evocadas por el LPS in vivo.

Con el objetivo de determinar la contribuciéon de TRPA1 a los conocidos efectos del
LPS in vivo, se usaron herramientas genéticas y farmacologicas como son los ratones
nulos para la expresion de TRPA1, y el inhibidor de TRPA1, HC030031. La exposicion
al LPS, que esta presente en el polvo organico o que es liberado durante infecciones
bacterianas de las vias respiratorias, produce inflamacién (Michel O. y col.,, Am. J.
Respir. Crit. Care Med., 1996, 154, 1641-1646). Mediante el uso de pletismografia de
cuerpo entero, se midio6 la funcion ventilatoria de ratones WT y 7rpal KO expuestos a
un aerosol que contenia LPS de E.coli. De este modo se confirmé que el LPS inhalado
induce un incremento del Penh (Wu Y. Z y col., Respir. Res., 2010, 11, 49), un
indicador funcional de la constriccion de las vias respiratorias (Fig. 4A). Curiosamente,
los ratones 7rpal KO también respondieron a la administraciéon de LPS, pero en
términos comparativos, las respuestas ventilatorias fueron mas tardias, de menor
amplitud y revirtieron mas rapidamente. Adicionalmente, se encontraron evidencias de
un componente neurogénico de las respuestas ventilatorias al LPS, que estd mediado por
TRPAI1. En este sentido, en ratones WT, el LPS indujo un aumento significativo de la
pausa inspiratoria (EIP) y/o de la pausa espiratoria (EEP), las cuales son parametros
indicadores de irritacion debida a la activacion de las fibras aferentes sensoriales que
inervan las vias respiratorias superiores e inferiores, respectivamente (Vijayaraghavan
R. ycol., Arch. Toxicol., 1994, 68, 490-499) . Por el contrario, en ratones 7rpal KO, los
incrementos de la EIP y de la EEP fueron significativamente menores respecto del WT
(Fig. 4B y 4C). En conjunto, estos datos indican que la estimulacion directa de TRPAT1
en terminales nerviosas nociceptoras, contribuye a la constriccion de las vias

respiratorias y a la irritacion producida en respuesta a LPS.

La infeccion sistémica bacteriana puede conllevar vasodilatacion periférica y
consecuentemente una disminucion de la presion arterial, lo que supone una condicion
fisiologica comprometedora de la vida, conocida como choque séptico (Landry D. W. y
Oliver J. A, N. Engl. J. Med., 2001, 345, 588-595). Teniendo en cuenta que la
estimulacion quimica de TRPA1 en fibras sensoriales que inervan arterias induce una
potente vasodilatacion (Pozsgai G. y col., Cardiovasc. Res., 2010, 87, 760-768, se
ensayo si este canal i6nico esta implicado en las respuestas vasculares al LPS. Mediante

el uso de un miografo para pequefios vasos ex vivo, se encontrd que el LPS (100 ug/ml)
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indujo una potente dilatacion en arteria mesentéricas de ratones WT que previamente
habian sido contraidas con un agonista beta adrenérgico, en concreto con fenilefrina (2
uM) (Fig. 4D). Es destacable que este efcto se redujo de manera significativa en
presencia del inhibidor especifico de TRPA1, HC-030031 (10 uM), y por la ablacion
genética de TRPA1 (Fig. 4D). Ademas, en los ratones 7rpal KO, la dilatacion
remanente inducida por el LPS fue insensible a HC-030031 (Fig. 4D). Por tanto,
TRPA1 participa en la respuesta vasodilatadora inducida por el LPS, aunque otras
dianas moleculares que aun no han sido identificadas también contribuirian a estas

respuestas vasculares.

Los sintomas tipicos de las infecciones locales por bacterias Gram-negativas, tales
como el dolor, la inflamacion y la hipersensibilidad mecanica (Ferreira, S. y col,
Br.J.Pharmacol., 1993, 110, 1227-1231; Kanaan S. A. y col., Pain, 1996, 66, 373-379)
fueron reproducidos experimentalmente mediante inyecciones intraplantares del LPS de
E. coli en ratones WT (Fig. 4E-G). De manera consistente con el papel principal que
TRPALI tiene en la deteccion del LPS, los ratones 7rpal KO mostraron respuestas
atenuadas con respecto al WT, y adicionalmente, la inflamacion causada por diferentes
tipos de LPS, en funcion de la forma del lipido A, mostr6 una alta correlaciéon con la

capacidad de éstos para estimular mTRPA1 in vitro (r = 0.94; Fig. 4G).

En resumen, los resultados obtenidos indican que el LPS activa el receptor TRPAIL y
este canal 16nico media en gran parte los efectos nocivos producidos por las endotoxinas

bacterianas in vivo.
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REIVINDICACIONES

Uso de un inhibidor de TRPA1 o de un inhibidor de una variante funcionalmente
equivalente de dicha proteina, en la preparacion de un medicamento dirigido al
tratamiento o prevencion de enfermedades o disfunciones producidas por
infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas bacterianas.

Uso segun reivindicacion 1, donde las infecciones bacterianas son causadas por
bacterias gram negativas.

Uso segun reivindicacion 1 6 2, donde las infecciones bacterianas son causadas por
la bacteria Escherichia coli.

Uso segun reivindicacion 3, donde las infecciones bacterianas son causadas por los
lipopolisacaridos procedentes de la membrana externa de la bacteria Escherichia
coli.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde las infecciones
bacterianas se seleccionan entre infecciones del tracto urinario, infecciones del
tracto respiratorio, infecciones del tejido dérmico, infecciones del plasma
sanguineo, infecciones estomacales e intestinales o infecciones del sistema nervioso
central o periférico.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde las enfermedades
o disfunciones producidas por infecciones bacterianas se seleccionan entre dolor
agudo, dolor cronico, dolor abdominal, dolor nociceptivo, dolor inflamatorio e
hipotension asociada al shock séptico.

Uso segun reivindicacion 6, donde el dolor agudo y cronico es ocasionado por
meningitis, pulpitis, dolor de heridas infectadas, cistitis bacteriana o prostatitis
cronica.

Uso segun reivindicacion 6, donde el dolor abdominal es ocasionado por el
sindrome de intestino irritable post-infeccioso.

Uso segun retvindicacion 1, donde las enfermedades o disfunciones producidas por
la exposicion a endotoxinas bacterianas se seleccionan entre asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica y bronquitis cronica en fumadores activos y pasivos.
Uso segun retvindicacion 1, donde las enfermedades o disfunciones producidas por
la exposicion a endotoxinas bacterianas son enfermedades de tipo inflamatorio

causadas por el uso de endotoxinas como adyuvantes en vacunas.
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Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el inhibidor de
TRPATI se selecciona del grupo que consiste en 2-(1,3-dimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-
tetrahidro-7H-purin-7-il)-N-(4-isopropilfenil)acetamida (HC-030031), oxima de 4-
(4-clorofenil)-3-metil-3-buten-2-ona (AP18), alcanfor, mentol, gadolinio, rojo de
rutenio, gentamicina, amilorida y combinaciones de los mismos.

Uso segun reivindicacion 11, donde el inhibidor de TRPAT1 es 2-(1,3-dimetil-2,6-
dioxo-1,2,3,6-tetrahidro-7H-purin-7-il)-N-(4-isopropilfenil Jacetamida (HC-
030031).

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el inhibidor de
TRPA1 se administra en combinacidén con un agente terapéutico adecuado para el
tratamiento de una enfermedad producida por una infeccion bacteriana o por
exposicion a endotoxinas bacterianas.

Uso segun reivindicacion 13, donde el agente terapéutico se selecciona entre un
analgésico, un antibidtico, un antifungico, un corticosteroide, un farmaco
antiinflamatorio no esteroide, un farmaco que modifican la neovascularizacion, un
antihistaminico, un neuropéptido, un neuromodulador y un bloqueante del canal de
Na".

Un inhibidor de TRPA1 o un inhibidor de una variante funcionalmente equivalente
de TRPA1 para su uso en el tratamiento o prevencion de enfermedades o
disfunciones producidas por infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas
bacterianas.

Un método para el tratamiento o prevencion de enfermedades o disfunciones
producidas por infecciones bacterianas o por exposicion a endotoxinas bacterianas
que comprende la administracién a un sujeto que la necesita de una composicion
que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de TRPA1 o

de un inhibidor de una variante funcionalmente equivalente de TRPA1.
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