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DESCRIPCION
Métodos para tratar el dolor neuropatico

SINOPSIS

Se proporcionan métodos para tratar el dolor neuropatico. Mas particularmente, la invencién proporciona un
método para tratar la hipersensibilidad mecanica relacionada con el dolor neuropatico (alodinia e hiperalgesia) y el dolor
neuropatico periférico.

DOLOR NEUROPATICO

El dolor neuropético es un dolor causado por una lesiéon o enfermedad del sistema nervioso somatosensorial. El
sistema somatosensorial permite la percepcion del tacto, la presion, el dolor, la temperatura, la posicién, el movimiento y
la vibracién [1]. El dolor neuropético esta asociado con una sensibilizacién periférica y central (aumento de la respuesta
de las neuronas) que puede conducir al desarrollo de alodinia (dolor provocado por estimulos que normalmente no son
dolorosos, como un ligero toque) e hiperalgesia (aumento de la sensibilidad a estimulos dolorosos), o puede estar
asociado con sensaciones anormales denominadas disestesia. Puede ser continuo y/o parecerse a pufialadas o
descargas eléctricas. Las caracteristicas mas comunes incluyen ardor o frio, sensaciones de “pinchazos’,
entumecimiento y picazén, dolor insoportable y dificultad para percibir correctamente la temperatura. Se estima que el
dolor neuropatico afecta aproximadamente al 7-10% de la poblacién general [1]. Puede perjudicar de forma significativa
la calidad de vida, ya que las personas que lo padecen también suelen presentar otros problemas relacionados, como
trastornos del suefio, depresién, ansiedad, pérdida de funciones y deterioro cognitivo. El dolor neuropatico se describe
detalladamente en una revisiéon de Colloca, L. et al. [1].

El dolor neuropatico es mecanicamente distinto a otros dolores crénicos, como el dolor inflamatorio que se
produce, por ejemplo, en la artritis reumatoide, en la que la causa principal es la inflamacién [1]. Segun el sitio web de la
‘Brain and Spine Foundation’, "entre las causas mas comunes del dolor neuropético se incluyen la presidén nerviosa o el
dafio nervioso tras una intervencién quirargica o un traumatismo, las infecciones viricas, el cancer, las malformaciones
vasculares, el alcoholismo, las enfermedades neurolégicas como la esclerosis multiple y las enfermedades metabdlicas
como la diabetes. También puede ser un efecto secundario de determinados medicamentos, como la quimioterapia. A
veces no se identifica causa alguna, lo que puede resultar angustioso para la persona que sufre el dolor. El dolor
neuropético crénico es frecuente y puede estar relacionado con una enfermedad subyacente, como el cancer o la
neuropatia diabética, o con tratamientos como la quimioterapia [2]. El dolor neuropatico crénico puede afectar o seguir la
zona lumbar, las extremidades inferiores, el cuello y las extremidades superiores".

El dolor neuropatico puede subtipificarse segun la ubicacién de su patologia. El dolor neuropético periférico
suele estar causado por una patologia de los nervios periféricos y a menudo afecta a una o méas extremidades distales,
por ejemplo los pies, las pantorrillas, las manos y los antebrazos. El dolor neuropatico central, por el contrario, esta
causado por una lesién o enfermedad de la médula espinal y/o el cerebro [1].

Los analgésicos sin receta habituales, como los antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, paracetamol,
ibuprofeno y aspirina), no suelen ser eficaces contra el dolor neuropatico. Hay otros tratamientos disponibles, pero la
gran variacién en la respuesta de los pacientes al tipo y la dosis del agente farmacolégico o no farmacolégico implica
que a menudo es un proceso de "ensayo y error' determinar qué tratamiento serd mejor para un individuo en particular.
Los tratamientos existentes incluyen los siguientes: antiepilépticos (por ejemplo, gabapentina y pregabalina),
antidepresivos (por ejemplo, amitriptilina, duloxetina), opioides (por ejemplo, codeina, dihidrocodeina y morfina,
oxicodona, fentanilo, buprenorfina), crema de capsicum, parches de lidocaina, inyecciones/bloqueos nerviosos
(normalmente una combinacién de un agente anestésico local, opioides y esteroides), estimulacién nerviosa eléctrica
transcutanea (TENS), estimulacidén nerviosa eléctrica percutdnea (PENS) y acupuntura [2]. La pregabalina (un anélogo
de GABA), la gabapentina (mecanismo desconocido), la duloxetina (un inhibidor de la recaptacién de serotonina y
noradrenalina) y diversos antidepresivos triciclicos se recomiendan como tratamientos de primera linea para el dolor
neuropético periférico y central [1,3]. El objetivo de los tratamientos existentes es hacer que el dolor sea lo mas
llevadero posible, minimizando al mismo tiempo los efectos secundarios negativos del tratamiento. Todos los
tratamientos actuales enumerados causan una gama variable de efectos secundarios graves en el sistema nervioso
central (SNC), como sedacidn, cambios psicolégicos, dolor de cabeza, nduseas, problemas visuales, inquietud, falta de
atencion y pesadillas. El uso de opioides sélo es eficaz a corto plazo, pero provoca tolerancia y dependencia, y pierde
eficacia a largo plazo. Por consiguiente, se necesitan nuevos tratamientos eficaces que preserven el SNC y reduzcan
los efectos secundarios.

El documento WO 99/27104 A1 describe moléculas de unién a la histamina y la serotonina. El documento
WO2009/141621 describe proteinas de unién a la histamina. Sanna et al. (2015), ‘Pain’, 156(12):2492-2504, explican
que la activacién del receptor de histamina H4 mitiga el dolor neuropatico mediante la regulaciéon diferencial de la
fosforilacién de P38 MAPK, ERK y JNK. Rosa et al. (2013), ‘British Journal of Pharmacology’, 170(1):38-45, describen el
papel de la histamina en la inflamacién neurogénica. Yu et al. (2016), ‘Journal of Neuroinflammation’, 13:163, describen
una ventana de tiempo critica para el efecto analgésico de la histamina central en el modelo de ligadura ciatica parcial
del dolor neuropatico. Yu et al. (2013), ‘Neuroscience Bulletin’, 29:261-269, describen los efectos de la histamina en el
dolor neuropatico espontaneo inducido por la axotomia periférica. Sanna et al. (20186), ‘British Journal of Pharmacology’,
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174(1):28-40, describen que el alivio inducido por un agonista del receptor de histamina H4 respecto a la neuropatia
periférica dolorosa estd mediado por la inhibicién de la neuroinflamacién espinal y el estrés oxidativo. Chaumette et al.
(2017), ‘European Journal of Pain’, 22(1):127-141, describen los efectos de S38093, un antagonista/agonista inverso de
los receptores de histamina H3, en modelos de dolor neuropético en ratas.

RESUMEN DE LA INVENCION
La invencién proporciona una proteina de unidén a histamina (HBP) para su uso en un método para tratar el
dolor neuropatico.

También se proporciona una molécula de 4cido nucleico purificada que codifica una HBP para su uso en un
método para tratar el dolor neuropatico.

También se proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico purificada como la descrita
en el presente documento para su uso en un método para tratar el dolor neuropético.

También se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una HBP, un acido nucleico purificado
0 un vector como los descritos en el presente documento, junto con un portador farmacéuticamente aceptable, para su
uso en un método para tratar el dolor neuropético.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las referencias del presente documento a un método de tratamiento que utiliza una HBP, un polinucleétido o
un vector deben considerarse como referencias a la HBP, el polinucleétido o el vector para su uso en el método de
tratamiento. De manera similar, las referencias a los usos de una HBP, un polinucleétido o un vector en la fabricacién de
un medicamento para el tratamiento deben considerarse como referencias a la HBP, el polinucleétido o el vector para su
uso en el método de tratamiento.

La invencién proporciona una proteina de unién a histamina para su uso en un método para tratar el dolor
neuropatico.

Se sabe que la amina vasoactiva histamina es un mediador de la inflamacién y un regulador de ciertos
procesos fisioldgicos en animales, incluidos los seres humanos. La histamina esta presente en los granulos secretores
de mastocitos y baséfilos y se forma por descarboxilacién de la histidina. También est4 presente en el cornezuelo del
centeno y en las plantas y puede sintetizarse sintéticamente a partir de la histidina o del &cido citrico. La histamina lleva
a cabo sus acciones por un efecto sobre los receptores histaminicos especificos, que son de cuatro tipos principales
(H1, H2, H3 y H4) y se distinguen mediante farmacos antagonistas y agonistas selectivos [4].

Las principales acciones de la histamina en humanos son la estimulacion de la secreciéon gastrica, la
contraccién de la mayor parte del musculo liso, la estimulacién cardiaca, la vasodilataciéon, el aumento de la
permeabilidad vascular y la vigilia mediante la accién sobre el SNC. Ademés de su papel regulador en las reacciones
inmunes y los procesos inflamatorios, la histamina también modula la produccién de muchas citocinas en el cuerpo
(incluidas las que regulan la inflamacién) y puede interferir en la expresion de los receptores de citocinas. Ademés, la
histamina favorece la cicatrizaciéon de las heridas. Se cree que las principales funciones fisiopatolégicas de la histamina
son la de estimulante de la secrecién de 4cido géstrico y la de mediador de reacciones de hipersensibilidad de tipo |,
como la urticaria y la fiebre del heno. La histamina o sus receptores también pueden estar involucrados directa o
indirectamente en diversas enfermedades autoinmunes, por ejemplo la artritis, y en el crecimiento tumoral [4].
Recientemente, se ha sugerido un papel de la histamina en el sistema nervioso sensorial y se ha informado de que los
antihistaminicos (dirigidos a los receptores H3 y H4) modifican el dolor neuropéatico en modelos animales, si bien los
resultados son contradictorios, ya que, aparentemente, tanto los agonistas como los antagonistas son eficaces [5].
Creemos que esto se debe en parte a la accién sobre el SNC de los antihistaminicos utilizados. El uso de una proteina
de unién a histamina, en particular una proteina de unién a histamina que preserva el SNC, supone una estrategia
novedosa para tratar el dolor neuropatico, tal y como se describe en el presente documento. Los hallazgos de la
presente invencidén enfatizan la importancia del sistema periférico de histamina en la modulacién del dolor neuropatico,
en particular en la modulacién de la hipersensibilidad mecanica (alodinia) y las neuropatias periféricas.

La presente invencién proporciona una proteina de unién a histamina (HBP) que se usa en un método para
tratar el dolor neuropético. En algunas realizaciones, la HBP se obtiene o puede obtenerse de un artrépodo. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a histamina utilizada en la invencién se obtiene o puede obtenerse de parasitos que
se alimentan de sangre o de animales productores de veneno, como arafias y serpientes venenosas. Sin embargo,
también puede usarse cualquier otra proteina de unién a histamina que sea adecuada. Preferiblemente, las HBP
utilizadas en la presente invencién se obtienen o pueden obtenerse de ectoparasitos que se alimentan de sangre. Mas
preferiblemente, se obtienen o pueden obtenerse de garrapatas, por ejemplo de las garrapatas ‘Rhipicephalus
appendiculatus’, ‘Dermacentor reticulatus’ u ‘Ornithodoros moubata’, y mas preferiblemente de la saliva de garrapata. Se
sabe que los ectoparasitos que se alimentan de sangre, como las garrapatas, producen numerosas proteinas bioactivas
que inmunomodulan la respuesta del huésped a la alimentacién del parasito y, por lo tanto, favorecen la alimentacion de
sangre del parasito.
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Los tratamientos existentes para el dolor neuropético descritos anteriormente son principalmente compuestos
de moléculas pequefias, mientras que las HBP descritas en el presente documento son proteinas. Estas HBPs
presentan diversos beneficios con respecto a los inhibidores de moléculas pequefias, ya que actlan a través de los
receptores de histamina H1, H3 y H4. Como resultado de ello, las HBP tienen el doble efecto de actuar como
analgésicos y antiinflamatorios, lo que generalmente no se observa con los tratamientos existentes, que actuan
principalmente como analgésicos.

En algunas realizaciones, la proteina de unién a histamina es una proteina de garrapata como la descrita en el
documento WO 97/44451. En algunas realizaciones, la proteina de unién a histamina se selecciona de entre FS-HBP2,
FS-HBP1, MS-HBP1 y D.RETS6, o una variante de las mismas. Estas HBP se describen detalladamente en el documento
WO 97/44451. En algunas realizaciones, la proteina de unién a histamina (HBP) es FS-HBP2 y comprende o consta de
la secuencia presentada en SEQ ID NO:2 (o los aminoacidos 20-190 de SEQ ID NO:2). En algunas realizaciones, la
HBP es FS-HBP1 y comprende o consta de la secuencia presentada en SEQ ID NO:4 (o los aminoacidos 19-190 de
SEQ ID NO:4). En algunas realizaciones, la HBP es MS-HBP1 y comprende o consta de la secuencia presentada en
SEQ ID NO:6 (o los aminoécidos 19-200 de SEQ ID NO: 6). En algunas realizaciones, la HBP es D.RET6 y comprende
o consta de la secuencia presentada en SEQ ID NO: 8 (o los aminoécidos 29-209 de SEQ ID NO: 8).

FS-HBP2 es bien conocida en la técnica anterior en este campo [6, 7, 8, 9] y también se conoce como EV131.
Anteriormente se descubrié que EV131 es eficaz para tratar diversas enfermedades y afecciones, lo que incluye la
conjuntivitis y el prurito. Sin embargo, ninguno de estos indica un papel en el tratamiento del dolor neuropatico. El
experimento descrito en los ejemplos describe la primera evidencia del efecto analgésico de EV131 sobre la
hipersensibilidad mecénica relacionada con el dolor neuropético y su accién preservadora del SNC, enfatizando asi la
importancia de las proteinas de unidén a histamina en la modulacién de las neuropatias periféricas.

En algunas realizaciones, la HBP es una HBP preservadora del SNC. En algunas realizaciones, la HBP no
cruza la barrera hematoencefélica.

USO TERAPEUTICO

Tal y como se describe en el presente documento, las HBP de la invencién se usan en un método para tratar el
dolor neuropético. De manera ventajosa, la invencién proporciona un método para tratar el dolor neuropatico en el que
la histamina desempefia un papel. Por ejemplo, la invencidn proporciona un método para tratar el dolor neuropatico, de
manera que el método incluye evitar que la histamina se una a uno o mas de sus receptores, por ejemplo evitar que la
histamina se una a uno o mas de entre los receptores H1, H2, H3 y H4. Preferiblemente, se evita que la histamina se
una a cualquiera de los receptores H1, H2, H3 y H4. Preferiblemente, se evita que la histamina se una a cualquiera de
sus receptores en la periferia. Los cuatro receptores se encuentran en el SNC y el sistema nervioso periférico (SNP).

En algunas realizaciones, el dolor neuropatico estd asociado con alodinia (dolor provocado por estimulos
normalmente no dolorosos, como un toque ligero), que se observa como hipersensibilidad a estimulos mecéanicos. Los
ejemplos de hipersensibilidad mecénica incluyen alodinia (caracteristica clinica de muchas afecciones dolorosas), por
ejemplo en neuropatias (por ejemplo, diabetes, posquimioterapia), sindrome de dolor regional complejo, neuralgia
posherpética, fibromialgia y migrafias. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la HBP se usa para tratar la
hipersensibilidad mecénica relacionada con el dolor neuropatico (también denominada en el presente documento
‘hipersensibilidad a los estimulos mecanicos’). En algunas realizaciones, la hipersensibilidad mecénica relacionada con
el dolor neuropético es alodinia. En algunas realizaciones, la hipersensibilidad mecanica relacionada con el dolor
neuropéatico es hiperalgesia. En algunas realizaciones, la hipersensibilidad mecanica relacionada con el dolor
neuropéatico es alodinia e hiperalgesia. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico estd asociado con
hipersensibilidad a estimulos térmicos. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico no estd asociado con
hipersensibilidad a estimulos térmicos. En algunas realizaciones, la HBP se usa para tratar la hipersensibilidad
mecénica relacionada con el dolor neuropético sin afectar a la hipersensibilidad térmica relacionada con el dolor
neuropatico.

En algunas realizaciones, el tratamiento da como resultado mejoras en las sensaciones de uno o mas de los
siguientes: tacto (incluido el tacto ligero), ardor o frio, ‘hormigueo’, entumecimiento, picazén, dolor insoportable y
dificultad para percibir correctamente la temperatura. En algunas realizaciones, el tratamiento da como resultado
mejoras en las sensaciones de uno 0 mas de los siguientes: tacto (incluido el tacto ligero), ‘hormigueo’, entumecimiento,
picazén y dolor insoportable.

En algunas realizaciones, el tratamiento elimina el dolor neuropatico. En algunas realizaciones, el tratamiento
reduce los sintomas del dolor neuropatico (alodinia y/o hiperalgesia). En algunas realizaciones, el tratamiento hace que
el dolor neuropético sea mas llevadero, incluso aunque no lo elimine (es decir, mejora las mediciones de ‘calidad de
vida’ [QoL]).

En la técnica de este campo estan disponibles diversas pruebas estdndar para evaluar si se ha tratado el dolor
neuropético usando un agente particular. Estas resultardn muy conocidas para los expertos en la materia. Por ejemplo,
la evaluacién de la sensibilidad al dolor en humanos se ha estandarizado mediante pruebas sensoriales cuantitativas
(pinchazos, algémetro de presién, filamentos de von Frey, tacto, pellizcos, una ligera presién con un dedo) [10].
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En algunas realizaciones, la administracién de una HBP como se describe en el presente documento reduce
los sintomas del dolor neuropatico, o elimina el dolor neuropético, de acuerdo con la evaluacién de las pruebas
sensoriales (por ejemplo, usando una 0 mas pruebas estandar como las descritas en el presente documento, pinchazos,
filamentos de von Frey, toquecitos, etc.).

Preferiblemente, el uso de la HBP de la invencién en un paciente particular no tiene ningun efecto secundario o
no tiene uno o mas de los efectos secundarios negativos que a menudo se asocian con el uso de otros tratamientos
existentes para el dolor neuropético. Estos efectos secundarios incluyen somnolencia, aumento de peso, nauseas,
vomitos, dolor abdominal, estrefiimiento, hipertension, sedacién, mareos, pérdida de memoria, edema periférico, eritema
local, picazén, erupcién cutanea, dolor y efectos anticolinérgicos. Preferiblemente, el uso de la HBP de la invencién no
produce ninguno de estos efectos secundarios. De manera significativa, no se observaron efectos secundarios graves
en ninguno de los estudios mencionados cuando se prob6 la EV131 para el tratamiento del asma (documento
WO2009/141621). En algunas realizaciones, el uso de la HBP de la invencién no produce ningln efecto secundario
grave.

En algunas realizaciones, el dolor neuropatico es periférico. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico es
central. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico es periférico pero no central. En algunas realizaciones, el dolor
neuropético es una mezcla de periférico y central (por ejemplo, la enfermedad de Parkinson).

Preferiblemente, el dolor neuropético es periférico. En algunas realizaciones, el paciente tiene una neuropatia
periférica (por ejemplo, una neuropatia diabética). En algunas realizaciones, el paciente tiene neuropatia periférica
sensorial. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico periférico estd causado por nervios periféricos dafiados,
irritados o enfermos. Por ejemplo, en algunas realizaciones el paciente tiene un dolor neuropatico inducido por una
lesién del nervio periférico. En algunas realizaciones, el dolor afecta a una 0 méas extremidades distales de entre una o
mas de las siguientes: pies, pantorrillas, manos y antebrazos. En algunas realizaciones, los ganglios sensoriales se ven
afectados y el dolor afecta a uno o mas de los siguientes: el tronco, los muslos y la parte superior de los brazos. En
algunas realizaciones, el dolor neuropético periférico implica a las pequefias fibras C no mielinizadas y/o las fibras A
mielinizadas, concretamente las fibras AR y Ad. El envejecimiento de la poblacién mundial, el creciente sedentarismo, la
mayor incidencia de la diabetes mellitus y las enfermedades neurodegenerativas y el uso cada vez mayor de la
quimioterapia afectan a las fibras sensoriales (fibras AB, Ad y C), por lo que, probablemente, el dolor neuropatico
periférico serd mas comun en el futuro. En algunas realizaciones, el paciente tiene mas de 50 afios, por ejemplo més de
55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 o 90 afios. En algunas realizaciones, el paciente tiene diabetes mellitus o (poli)neuropatia
diabética. En algunas realizaciones, el paciente esta en tratamiento con quimioterapia o se ha sometido previamente a
un tratamiento con quimioterapia. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico periférico esta causado por una lesién
del nervio ciatico, por ejemplo por una lesién por constricciéon crénica del nervio cidtico. En algunas realizaciones, el
paciente tiene problemas de nervios periféricos, como una neuropatia causada por una estenosis espinal. En algunas
realizaciones, el paciente tiene un trastorno periférico seleccionado de entre uno o mas de los siguientes: neuralgia del
trigémino, neuralgia posherpética, dolor por lesién del nervio periférico, dolor posamputacién, polineuropatia dolorosa y
radiculopatia dolorosa. En algunas realizaciones, el paciente tiene un trastorno periférico asociado con una lesidén de la
médula espinal y/o una cirugia fallida de cadera o espalda.

En algunas realizaciones, el trastorno de dolor neuropético periférico tiene una distribucién generalizada. En
algunas realizaciones, la distribucién del dolor es simétrica. En algunas realizaciones, el paciente tiene una neuropatia
periférica generalizada asociada con una enfermedad, afeccién o tratamiento seleccionado de entre los siguientes:
diabetes mellitus, prediabetes, disfuncion metabdlica, una enfermedad infecciosa (por ejemplo, una infeccién por VIH o
lepra), quimioterapia, un trastorno inmunolégico (por ejemplo, sindrome de Guillain-Barré), un trastorno inflamatorio o
una neuropatia o canalopatia hereditaria (por ejemplo, eritromelalgia hereditaria).

En algunas realizaciones, el trastorno de dolor neuropatico periférico tiene una distribucién focal. En algunas
realizaciones, estan afectados uno o mas nervios periféricos o raices nerviosas. En algunas realizaciones, el paciente
tiene un trastorno periférico focal seleccionado de entre los siguientes: neuralgia posherpética, neuropatia
postraumética, neuropatia posquirdrgica, polirradiculopatia cervical y lumbar, dolor asociado con una infeccion por VIH,
lepra, diabetes mellitus, sindrome de dolor regional complejo tipo 2 y neuralgia del trigémino.

En algunas realizaciones, el dolor neuropético periférico se experimenta en el territorio del nervio trigémino
facial o intraoral. En algunas realizaciones, el dolor neuropético periférico tiene una distribucién unilateral en uno o més
dermatomas espinales o en el territorio del nervio trigémino (normalmente la divisién oftdlmica). En algunas
realizaciones, el dolor neuropético periférico se experimenta en el territorio de inervacién del nervio lesionado, que
normalmente es distal al sitio de cirugia, traumatismo o compresién. En algunas realizaciones, el dolor neuropatico
periférico se experimenta en una parte faltante del cuerpo o0 en un miembro residual. En algunas realizaciones, el dolor
neuropéatico periférico se experimenta en el territorio de inervacién de la raiz nerviosa afectada.

El dolor neuropatico central estd causado por una lesién o enfermedad de la médula espinal y/o del cerebro [1].
En algunas realizaciones, el paciente tiene dolor neuropatico central causado por una lesién o enfermedad de la médula
espinal. En algunas realizaciones, el paciente tiene dolor neuropatico central causado por una lesién o enfermedad del
cerebro. En algunas realizaciones, el paciente tiene dolor neuropético central causado por una lesién o enfermedad de
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la médula espinal y el cerebro. En algunas realizaciones, el paciente tiene una enfermedad cerebrovascular que afecta a
las vias somatosensoriales centrales (dolor post-ictus) o una enfermedad neurodegenerativa (por ejemplo, la
enfermedad de Parkinson). En algunas realizaciones, el paciente tiene una lesién o enfermedad de la médula espinal,
por ejemplo seleccionada de entre las siguientes: lesibn de la médula espinal, siringomielia y enfermedades
desmielinizantes, como esclerosis multiple, mielitis transversa y neuromielitis 6ptica. Estas causan dolor neuropatico
central.

En algunas realizaciones, el dolor neuropatico es crénico. En algunas realizaciones, el dolor neuropético es
agudo.

En algunas realizaciones, el paciente tiene un dolor neuropético que estd causado por uno o méas de los
siguientes factores: presién nerviosa o dafio nervioso después de una cirugia o un traumatismo, una infeccién virica,
cancer, una malformacién vascular, alcoholismo, una enfermedad neurolégica como esclerosis multiple, una
enfermedad metabdlica como diabetes, un efecto secundario de un medicamento o quimioterapia.

VARIANTES Y FRAGMENTOS DE LAS HBP

La invencion también comprende variantes de las HBP descritas en el presente documento y variantes de otras
HBP conocidas o de origen natural para su uso en un método para tratar el dolor neuropatico. Las variantes incluyen
variantes biolégicas naturales (por ejemplo, variantes alélicas o variaciones geograficas dentro de las especies de las
que se obtienen las HBP). Las variantes también incluyen variantes que no se producen de forma natural, como las
variantes sintéticas. La presente invencién también incluye proteinas que pertenecen a la misma familia de proteinas
que las HBP descritas en el presente documento. En la invencién también se incluyen fragmentos de las proteinas de
unién a histamina, fragmentos de las variantes y fragmentos de las proteinas que pertenecen a la misma familia que las
HBP descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones, una variante tiene (es decir, comprende o consta de) una secuencia de proteina que
tiene al menos un 70% de identidad de secuencia (por ejemplo, al menos un 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% de identidad de secuencia) con una secuencia de HBP conocida, por ejemplo una secuencia de HBP como la
que se describe en el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la HBP utilizada en la invencidén es
una variante que tiene (es decir, comprende o consta de) una secuencia de proteina que tiene al menos un 70% de
identidad de secuencia (por ejemplo, al menos un 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad de
secuencia) con SEQ ID NO:2. Otros ejemplos de variantes incluyen variantes de proteinas maduras (por ejemplo, SEQ
ID NO 2, 4, 6 u 8), que carecen de las secuencias sefial (por ejemplo, tal y como se muestra en las Figuras 6-9 y se
menciona en el documento WO 97/44451, por ejemplo los aminoacidos 20-190, 19-190, 19-200 y 29-209 de SEQ ID NO
2, 4, 6 y 8, respectivamente). Preferiblemente, la identidad de secuencia entre secuencias de polinucleétidos se
determina mediante un algoritmo de alineacién por pares usando el algoritmo de alineaciéon global de Needleman-
Wunsch [11], usando parametros predeterminados (por ejemplo, con penalizacién por apertura de espacio = 10,0 y con
penalizacién por extensién de espacio = 0,5, usando la matriz de puntuacién EDNAFULL). De manera conveniente, este
algoritmo esta implementado en la herramienta de aguja del paquete EMBOSS [12]. De esta manera, la identidad de
secuencia se calcula a lo largo de toda la longitud de la secuencia de polipéptido de referencia. La herramienta de aguja
del paquete EMBOSS también puede usarse para determinar la identidad de secuencia entre secuencias de
polipéptidos.

En algunas realizaciones, una variante comprende una secuencia de proteinas como la descrita en el presente
documento (por ejemplo, SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8 o los aminoacidos 20-190, 19-190, 19-200 y 29-209 de SEQ ID NO 2, 4,
6 y 8, respectivamente) o comprende la secuencia de proteinas de otra HBP de origen natural que contiene
sustituciones, adiciones, inserciones y/o deleciones de aminoécidos Unicas o multiples respecto a la secuencia de
proteinas dada y/o sustituciones de aminoacidos modificados quimicamente. En algunas realizaciones, la variante
comprende no mas de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 18, 19 o 20 de dichas sustituciones, adiciones, inserciones o
deleciones.

Preferiblemente, la variante conserva la funcién biolégica de unién a la histamina. La capacidad de la HBP para
unirse a la histamina puede medirse directamente mediante la detecciéon de complejos de HBP-histamina. En algunas
realizaciones, la variante evita que la histamina se una a uno o mas de los receptores H1, H2, H3 y H4, por ejemplo a
cualquiera de los receptores H1, H2, H3 y H4. En algunas realizaciones, la variante evita que la histamina se una a
cualquiera de sus receptores en la periferia. La capacidad de la HBP para evitar que la histamina se una a uno o més de
sus receptores se puede medir indirectamente, por ejemplo mediante un ensayo que mide un cambio en una célula
causado por la reducciéon de los niveles de histamina debido a la actividad de la HBP. Por ejemplo, puede medirse
evaluando la inhibicién de la produccién de IL-6 inducida por histamina por parte de células HUVEC. Preferiblemente, la
HBP puede inhibir la mencionada producciéon de IL-6 en al menos un 80%. Preferiblemente, la variante es capaz de
reducir la hipersensibilidad mecanica relacionada con el dolor neuropético en un ratén macho adulto C57BL/6J (B6) en
el que el dolor se ha inducido mediante una lesién por constriccién crénica del nervio ciatico, por ejemplo de manera que
al ratén se le administra la variante en una dosis de 10 mg/kg i.p. (intraperitoneal) utilizando un régimen de 4
inyecciones cada 24 horas durante 4 dias. Preferiblemente, la variante puede reducir la hipersensibilidad mecanica
relacionada con el dolor neuropético en el ratén macho adulto C57BL/6J (B6) en la misma medida o en mayor medida
que la EV131, por ejemplo cuando se administra en las mismas condiciones y en las mismas dosis.
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En algunas realizaciones, el fragmento es un fragmento activo de una HBP, por ejemplo un fragmento activo de
EV131 (por ejemplo, un fragmento activo de la proteina con la secuencia enumerada en SEQ ID NO:2) o un fragmento
activo de una variante de una secuencia de HBP conocida (por ejemplo, un fragmento activo de una variante de SEQ ID
NO:2), de manera que la expresion ‘fragmento activo’ denota una proteina truncada que conserva la funcién biolégica
de unién a la histamina. Anteriormente se han descrito diversos ejemplos de métodos para determinar la capacidad de
unirse a la histamina. En algunas realizaciones, el fragmento evita que la histamina se una a uno o mas de los
receptores H1, H2, H3 y H4, por ejemplo a cualquiera de los receptores H1, H2, H3 y H4. En algunas realizaciones, el
fragmento evita que la histamina se una a cualquiera de sus receptores en la periferia. Anteriormente se han descrito
diversos ejemplos de métodos para determinar la capacidad de evitar que la histamina se una a sus receptores.
Preferiblemente, el fragmento es capaz de reducir la hipersensibilidad mecanica relacionada con el dolor neuropatico en
un ratén macho adulto C57BL/6J (B6) en el que el dolor se ha inducido mediante una lesidén por constriccidén crénica del
nervio ciético, por ejemplo de manera que al ratén se le administra la variante en una dosis de 10 mg/kg i.p. utilizando
un régimen de 4 inyecciones cada 24 horas durante 4 dias. Preferiblemente, el fragmento puede reducir la
hipersensibilidad mecénica relacionada con el dolor neuropético en el raton macho adulto C57BL/6J (B6) en la misma
medida que la EV131.

En algunas realizaciones, el fragmento tiene al menos 80 aminoacidos de longitud, por ejemplo al menos 100,
120, 140, 150, 160, 170, 180, 185 o 188 aminoécidos de longitud. En algunas realizaciones, el fragmento esta truncado
ennomas de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 19, 20 0 25 aminoacidos del extremo N- y/o C-terminal de la secuencia de HBP de
longitud completa. Un fragmento activo de una HBP no contiene la longitud completa de la secuencia de la HBP. Tal y
como se ha explicado, los ejemplos especificos de fragmentos activos incluyen fragmentos de SEQ IDNO 2, 4,6y 8 (o
variantes de los mismos) que carecen de los aminoacidos 1-19, 1-18, 1-18 y 1-28 de SEQ ID NO 2, 4, 6 y 8§,
respectivamente.

En algunas realizaciones, el fragmento comprende la secuencia presentada en SEQ ID NO:10. Esta secuencia
corresponde a la secuencia de FS-HBP2, que tiene la SEQ ID NO:2. Sin embargo, la proteina carece de los primeros 19
aminoécidos de la secuencia de FS-HBP2. Por consiguiente, la secuencia comienza en la posicién 20 de la secuencia
de FS-HBP2. Sin embargo, de manera adicional, se ha afiadido un residuo de metionina a la secuencia en el extremo N-
terminal. Ademas, en la posicién 146 de la secuencia de aminoécidos de la proteina de la invencidén hay un residuo de
Leucina que sustituye al residuo de Prolina que ocupa la posicion 164 en la secuencia de aminoacidos de la proteina
FS-HBP2. Esta proteina se describe en el documento WO 2009/141621. SEQ ID NO: 10 es un ejemplo de una HBP que
carece de la secuencia sefial y, por lo tanto, puede describirse como una ‘proteina madura’. Asi, estas ‘proteinas
maduras’ pueden describirse como fragmentos de HBPs. Un ejemplo adicional de una proteina madura es SEQ ID
NO:11.

La HBP utilizada en la invencién puede formar parte de una proteina de fusién. Por ejemplo, a menudo resulta
ventajoso incluir una o mas secuencias de aminoéacidos adicionales que pueden contener secuencias secretoras o
secuencias lider, prosecuencias, secuencias que ayudan en la purificacién o secuencias que confieren una mayor
estabilidad proteica, por ejemplo durante la produccién recombinante, o que hacen que el polipéptido sea detectable
mediante tecnologia de imagenes. Por ejemplo, un derivado puede incluir una proteina o polipéptido adicional fusionado
con la HBP en su extremo amino o carboxi o afiadido internamente a la HBP. El propésito del polipéptido adicional
puede ser proporcionar propiedades adicionales a la HBP segun se desee. Los ejemplos de posibles compafieros de
fusién incluyen los siguientes: B-galactosidasa, glutatién-S-transferasa, luciferasa, etiquetas de polihistidina, fragmentos
de polimerasa T7 y péptidos seflal de secrecién. Otros ejemplos incluyen los siguientes: dominios extracelulares de
proteinas unidas a membrana, regiones constantes de inmunoglobulina (regiones Fc), dominios de multimerizacién,
dominios de proteinas extracelulares, secuencias sefial, secuencias de exportacién y secuencias que permiten la
purificacién mediante cromatografia de afinidad o secuencias que permiten la obtencién de imégenes, por ejemplo
polipéptidos fluorescentes. Otros ejemplos resultaran evidentes para los expertos en la técnica de este campo. Por
ejemplo, una HBP usada en la invencién también puede comprender una etiqueta de histidina, preferiblemente situada
en el extremo C-terminal del polipéptido, que generalmente comprende entre 1 y 10 residuos de histidina,
particularmente 6 residuos de histidina. En algunas realizaciones, la proteina de fusién comprende una HBP que es una
variante o un fragmento como los descritos en el presente documento. Preferiblemente, el fragmento es un fragmento
activo.

La HBP usada en la invencién se une a la histamina con una alta afinidad. Preferiblemente, la HBP se une a la
histamina con una constante de disociacion de menos de 107 M, mas preferiblemente menos de 108 M, menos de 10°
M o menos de 107"° M. Por ejemplo, la HBP puede unirse a la histamina con una constante de disociacion inferior a 107
M pero superior a 102 M y, méas preferiblemente, inferior a 10 M pero superior a 10" M, o inferior a 10° M pero
superior a 10"° M.

En algunas realizaciones, la HBP se une especificamente a la histamina con una constante de disociacién
inferior a 107 M y pertenece a la misma familia de proteinas que MS-HBP1, FS-HBP1, FS-HBP2 y D.RET6. En algunas
realizaciones, se considera que una proteina pertenece a esta familia si el 70% o méas de los aminoacidos que se
conservan completamente como residuos idénticos en el alineamiento de las cuatro HBP solas, todavia se conservan
completamente como residuos idénticos si la proteina se incluye en el alineamiento, de manera que los alineamientos
se obtienen usando el comando de acumulacién de GCG (Manual de programa para el paquete Wisconsin, 1994;
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penalizacién por creacion de espacios = 2,50; penalizacién por extensién de espacios = 0,05). También se incluyen
como miembros de esta familia de HBPs aquellas proteinas de artrépodos hematéfagos que se unen a la histamina con
una afinidad caracterizada por una constante de disociacion inferior a 107 M y que contienen los motivos de secuencia
D/E AWK/R e Y/C E/D L/IW.

En algunas realizaciones, la HBP se selecciona de entre:

(a) cualquier proteina de unién a histamina que se une especificamente a la histamina con una constante
de disociacion inferior a 107 M y que pertenece a la misma familia de proteinas que las proteinas MS-
HBP1, FS-HBP1 y FS-HBP-2 desveladas en el documento W097/44451, de manera que se considera que
una proteina pertenece a esta familia de proteinas si la secuencia monomérica madura primaria de la
proteina no tiene mas de 260 aminoécidos y al menos 30 de los aminoacidos en la secuencia completa de
la proteina se conservan como residuos idénticos en un alineamiento de dicha proteina y las proteinas
MS-HBP1, FS-HBP1 y FS-HBP-2, de manera que el alineamiento se obtiene preferiblemente usando el
comando de acumulacién de GCG (Manual de programa para el paquete Wisconsin, 1994; penalizacion
por creacién de espacios = 3; penalizacidén por extensién de espacios = 1, matriz de puntuacién
Blosum62.cmp, acumulacion realizada usando la opcién de peso final);

(b) una proteina de un artrépodo hematéfago que se une especificamente a histamina con una constante
de disociacion inferior a 107 M y que contiene los motivos de secuencia D/E A W K/R (preferiblemente
DAWK y, més preferiblemente, QDAWK) e Y/C E/D L/N/F W (preferiblemente Y/C ELW),

(c) una variante biol6gica natural, por ejemplo una variante alélica o una variante geogréfica, de una
proteina tal y como se ha definido anteriormente en (a) o (b);

(d) un equivalente funcional de una proteina tal y como se ha definido anteriormente en (a), (b) o (c) que
contiene sustituciones, adiciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos simples o mdultiples con
respecto a la secuencia de proteina de tipo natural y/o sustituciones de aminoacidos quimicamente
modificados que no afectan a la funcién biolégica de unidn a su respectiva amina vasoactiva;

(e) un fragmento activo de una proteina tal y como se ha definido anteriormente en (a), (b), (¢) o (d), de
manera que la expresién ‘fragmento activo’ denota una proteina truncada que conserva la funcién
biolégica de unién a la histamina (por ejemplo, una proteina que carece de su secuencia sefial, tal y como
se explica en otra parte del presente documento); y

(f) una proteina de fusién que comprende una proteina tal y como se ha definido anteriormente en (a), (b),
(c), (d) o (e) fusionada con un péptido u otra proteina, por ejemplo un marcador, que puede ser -por
ejemplo- bioactivo, radiactivo, enzimatico o fluorescente, o un anticuerpo.

En algunas realizaciones, una proteina pertenece a la misma familia que las proteinas MS-HBP1, FS-HBP1 y
FS-HBP-2 desveladas en el documento WO97/44451 si contiene mas de 40, mas preferiblemente mas de 50, mas
preferiblemente mas de 60 y, méas preferiblemente, 70 residuos o mas que son idénticos -tal y como se ha definido
anteriormente en a)- cuando se alinean con las proteinas que se muestran en la Tabla 1.

La HBP utilizada en la invencién también se une especificamente a la histamina. El término ‘especificamente’
significa que la HBP tiene una afinidad considerablemente mayor por la histamina que por otros compuestos. Por
‘afinidad considerablemente mayor’ se entiende que hay un aumento mensurable en la afinidad por la histamina de una
HBP usada en la invencién en comparacién con su afinidad por otros compuestos. Preferiblemente, este aumento
mensurable de la afinidad es al menos 10 veces, 100 veces, 10° veces, 10* veces, 10° veces o 10° veces mayor o mas
para la histamina que para otros compuestos. Los expertos en la técnica de este campo conoceran los métodos para
medir la especificidad, que incluyen ensayos de competicién y similares.

Se ha descubierto que las HBP descritas en el presente documento son estables. Preferiblemente, la HBP
usada en la invencién es estable. Por ejemplo, preferiblemente la proteina es estable a temperatura ambiente
(aproximadamente 19°C-25°C, o aproximadamente 20°C). Preferiblemente, la semivida de la proteina es superior a una
hora, preferiblemente superior a 5 horas, preferiblemente superior a 10 horas, preferiblemente superior a 24 horas v,
més preferiblemente, superior a 48 horas o més, a temperatura ambiente. Preferiblemente, la HBP es estable durante
su almacenamiento a 4°C o a una temperatura ambiente de 25°C durante al menos 52 semanas. Preferiblemente, la
semivida de la proteina es de mas de una semana, preferiblemente mas de dos semanas, preferiblemente mas de 4
semanas, preferiblemente mas de 12 semanas, preferiblemente mas de 26 semanas y, preferiblemente, mas de 52
semanas o0 mas a temperatura ambiente 0 a una temperatura de almacenamiento (aproximadamente 4°C). Esto facilita
el trabajo con la HBP y facilita, por ejemplo, su manipulacién y su administracién como farmaco a un paciente.

La estabilidad de la HBP se puede medir evaluando si conserva la integridad molecular con el paso del tiempo,
por ejemplo si su peso molecular se altera con el tiempo como resultado de la degradacion o la agregacién. Esto puede
evaluarse mediante métodos estandar conocidos en la técnica de este campo, como SDS-PAGE. La estabilidad también
se puede medir evaluando la actividad de la proteina, ya que una preparacién de proteina estable habra conservado
basicamente toda su afinidad de unién a la histamina. La capacidad de la HBP para conservar la actividad de unién a la
histamina se puede medir directamente mediante la deteccién de complejos de HBP-histamina. De manera alternativa,
la capacidad de la HBP para conservar la actividad de unién a la histamina se puede medir indirectamente, por ejemplo
mediante un ensayo que mide un cambio en una célula causado por la reduccidn de los niveles de histamina debido a la
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actividad de la HBP. Por ejemplo, la eliminacién de histamina mediante HBPs disminuye la producciéon de IL-6
dependiente de histamina en monocapas de células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) activadas por
TNFa. Por consiguiente, la estabilidad de la HBP puede evaluarse determinando el efecto de la HBP sobre la liberacién
de IL-6 por parte de dichas células. Preferiblemente, la HBP de la invencién inhibe la produccién de IL-6 inducida por
histamina por parte de células HUVEC en al menos un 80%, preferiblemente al menos un 90% vy, preferiblemente, al
menos un 95%, después de su almacenamiento a temperatura ambiente o a una temperatura de almacenamiento
(aproximadamente 4°C) durante al menos 52 semanas.

La estabilidad de la proteina también puede estimarse a partir de su secuencia, por ejemplo usando una
herramienta bioinformética (ProtParam [ExPASYy, Suiza]). De acuerdo con esta evaluacion, preferiblemente la semivida
estimada de la proteina es de entre 20 y 40 horas, y més preferiblemente de aproximadamente 30 horas, en un sistema
mamifero representativo (reticulocitos de mamifero, ‘in vitro’); preferiblemente, la semivida estimada de la proteina es de
méas de 10 horas, y més preferiblemente de més de 20 horas, en levadura ‘in vivo’; preferiblemente, la semivida
estimada de la proteina es de més de 5 horas, y més preferiblemente de més de 10 horas, en ‘Escherichia coli’, ‘in vivo'.

Preferiblemente, la HBP usada en la invenciéon tiene una semivida en ratas de al menos 7 horas.
Preferiblemente, la HBP tiene una semivida en un mamifero ‘in vivo’, preferiblemente un ser humano, de mas de 2
horas, preferiblemente mas de 5 horas, preferiblemente mas de 6 horas y, preferiblemente, mas de 7 horas. La semivida
‘in vivo’ puede aumentarse mediante conjugacién o fusién de la HBP con moléculas conocidas en la técnica para este
fin, por ejemplo polietilenglicol.

Las HBP usadas en la presente invencién pueden prepararse usando técnicas conocidas de biologia molecular
o quimica de proteinas (por ejemplo, sintesis quimica de péptidos). Preferiblemente, las HBP se preparan usando
técnicas conocidas de ingenieria genética, tal y como se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., ‘Molecular Cloning;
A Laboratory Manual’, segunda edicién (1989), volimenes | y Il (D.N. Glover ed., 1985); B. Perbal, ‘A Practical Guide to
Molecular Cloning’ (1984); ‘Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells’ (J.H. Miller y M.P. Calos eds., 1987, Cold
Spring Harbor Laboratory); y Scopes (1987), ‘Protein Purification: Principles and Practice’, segunda edicién (Springer
Verlag, Nueva York). Por ejemplo, las HBP usadas en la presente invencién pueden prepararse en forma recombinante
mediante expresién en una célula huésped. Asi, un aspecto adicional de la invencién proporciona un método para
preparar una HBP de la invencion que incluye cultivar una célula huésped que contiene una molécula de acido nucleico
que codifica una HBP para su uso en la invencién en condiciones en las que se expresa dicha proteina y extraer dicha
proteina asi producida. Estos métodos de expresién resultan muy conocidos para los expertos en la técnica de este
campo y muchos de ellos son descritos con detalle por Sambrook et al., 1989. Puede elegirse un vector de expresion
adecuado para el huésped elegido. El vector puede contener una molécula de ADN recombinante que codifica una HBP
unida operativamente a una secuencia de control de expresiéon que es reconocida por la maquinaria de transcripcién del
huésped. Los huéspedes adecuados incluyen especies procariotas usadas cominmente, como ‘E. col’, o levaduras
eucariotas a las que se puede obligar a expresar altos niveles de proteinas recombinantes y que pueden cultivarse
facilmente en grandes cantidades. También son adecuadas las lineas celulares cultivadas ‘in vitro’, particularmente
cuando se usan sistemas de expresion impulsados por virus, como el sistema de expresién de ‘Baculovirus’, que
conlleva el uso de células de insecto como huéspedes.

Las HBP también pueden expresarse ‘in vivo’, por ejemplo en larvas de insectos o en tejidos de mamiferos.
Preferiblemente, la proteina HBP se expresa en E. coli; por ejemplo, resulta adecuada la cepa BLR(DES3). Por ejemplo,
la proteina puede expresarse a partir de un plasmido basado en pET24a (Novagen), aunque los sistemas equivalentes
son igualmente adecuados, como bien sabra el lector experto.

La invencién también proporciona una molécula de acido nucleico purificada que codifica una HBP como la
descrita en el presente documento para su uso en un método para tratar el dolor neuropético. Estas moléculas incluyen
el ADN, el ADNc y el ARN, asi como las variedades de acidos nucleicos sintéticos. Preferiblemente, el término ‘molécula
de acido nucleico purificada’ se refiere a una molécula de acido nucleico que se usa en la invencién y que (1) se ha
separado de al menos aproximadamente el 50 por ciento de las proteinas, lipidos, carbohidratos u otros materiales con
los que se encuentra naturalmente cuando el acido nucleico total se aisla de las células fuente; (2) no esta unida a todo
0 a una porcidén de un polinucledtido al que la ‘molécula de acido nucleico purificada’ estd unida en la naturaleza; (3)
esta unida operativamente a un polinucledtido al que no estd unida en la naturaleza; o (4) no existe en la naturaleza
como parte de una secuencia de polinucleétidos mas grande. Preferiblemente, la molécula de &cido nucleico purificada
utilizada en la presente invencién estad béasicamente libre de cualquier otra molécula de acido nucleico contaminante u
otros contaminantes que se encuentren en su entorno natural y que interferirian en su uso en la produccién de proteinas
0 su uso terapéutico, diagnéstico, profilactico o de investigacion. Preferiblemente, la ‘molécula de acido nucleico
purificada’ sélo estd compuesta de ADNc. Los ADNc que codifican las HBPs FS-HBP2, FS-HBP1, MS-HBP1 y D.RET6
se desvelan en el presente documento a modo de ejemplo en las SEQ ID NO: 1, 3, 5y 7, respectivamente. En SEQ ID
NO:9 se proporciona un ADNc que codifica el fragmento activo de FS-HBP2 que tiene la secuencia de aminoécidos de
SEQ ID NO:10 y que carece de los 19 aminoécidos N-terminales de FS-HBP2, descrita anteriormente. También pueden
usarse ADNc que codifican fragmentos activos, que pueden ser, por ejemplo, proteinas maduras; por ejemplo, la
molécula de acido nucleico purificada puede comprender o constar de los nucleétidos 87-599 de SEQ ID NO: 1, los
nucleétidos 66-581 de SEQ ID NO: 3, los nucleétidos 72-612 de SEQ ID NO: 5 o los nucleétidos 85-627 de SEQ ID NO:
7. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico purificada comprende o consta de la secuencia de &cido
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nucleico descrita en cualquiera de las SEQ ID Nos.: 1, 3, 5, 7 0 9, de manera que, mas preferiblemente, comprende o
consta de la secuencia de acido nucleico descrita en cualquiera de las SEQ ID Nos.: 1, 3, 5 0 7, o bien es un fragmento
o equivalente redundante de cualquiera de estas secuencias. Preferiblemente, la molécula de acido nucleico purificada
comprende o consta de la secuencia de acido nucleico descrita en SEQ ID NO:1 (que codifica EV131) o es un
fragmento o equivalente redundante de esta secuencia.

En una realizacién adicional, la invencién proporciona una molécula de &cido nucleico purificada que se hibrida
en condiciones de alta severidad con una molécula de &cido nucleico purificada como la descrita en el presente
documento, para su uso en un método para tratar el dolor neuropatico. Las condiciones de hibridacién de alta severidad
consisten en una incubacién durante la noche a 42 °C en una solucién que comprende formamida al 50%, 5X SSC (150
mM de NaCl, 15 mM de citrato trisdédico), 50 mM de fosfato de sodio (pH 7.6), 5x solucién Denhardts, 10% de sulfato de
dextrano y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizado, seguido de un lavado de filtros
en 0,1X SSC a aproximadamente 65 °C. En otra realizacién, la molécula de acido nucleico purificada es basicamente
homéloga a la mencionada secuencia. Por ‘basicamente homdloga(s)' se entienden aquellas secuencias que presentan
al menos un 60% de homologia de secuencia, por ejemplo, al menos un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% o0 99% de homologia de secuencia.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona un vector, por ejemplo un vector de expresién, que contiene
una molécula de acido nucleico purificada como la descrita anteriormente, para su uso en un método para tratar el dolor
neuropético. Ademas, puede resultar conveniente hacer que determinados huéspedes secreten la proteina
recombinante. Asi, otros componentes adicionales de estos vectores pueden incluir secuencias de acido nucleico que
codifican secuencias de procesamiento y sefializacién de secreciones. La invencién también proporciona una célula
huésped transformada con un vector de este tipo para su uso en un método para tratar el dolor neuropético.

También pueden usarse moléculas de acido nucleico de acuerdo con la presente invencién para crear animales
transgénicos. Esto se puede hacer localmente mediante modificacién de células somaticas o mediante terapia de linea
germinal para incorporar modificaciones heredables. Por lo tanto, la invenciéon también incluye células huésped
procariotas o eucariotas transformadas o transfectadas u organismos transgénicos que contienen una molécula de acido
nucleico purificada de acuerdo con la invencién, tal y como se ha descrito anteriormente.

En otro aspecto adicional, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende una HBP,
una molécula de acido nucleico, un vector o una célula huésped de acuerdo con los aspectos de la invencién descritos
anteriormente, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, para su uso en un método para tratar el dolor
neuropético. Preferiblemente, estas composiciones farmacéuticas comprenden HBPs de acuerdo con la invencién, que
opcionalmente incluyen un vehiculo o vehiculos inertes. La HBP puede ser el Unico componente activo de la
composicién o puede formar parte de un compuesto terapéutico, por ejemplo como componente de una pildora, crema,
aerosol, polvo, aceite o composicién acuosa. En el caso de una composicién acuosa, evidentemente esta puede
liofilizarse para su distribucién, y finalmente el material liofilizado puede reconstituirse con un vehiculo acuoso para su
administracién a los pacientes. Asi, cualquier proceso para preparar una composicion de acuerdo con la invencién
también puede incluir los pasos de liofilizar la composicidén y después, opcionalmente, reconstituir la composicién con un
medio acuoso.

En una realizacién, la HBP de la invencién se prepara en un tampén de formulacién, fosfato de sodio (12,6
mM), cloruro de sodio (124 mM), pH 7.2. Después, la proteina se diluye en serie a partir de esta solucién madre en PBS.

En otra realizacién, la HBP de la invencién se puede preparar como una crema, preferiblemente una crema a
base de agua.

En otra realizacién, la HBP de la invencién puede ser un aerosol, que preferiblemente comprende polvo seco
con lactosa, con HFA (hidrofluoroalcano) como propelente.

Una vez formuladas, las composiciones de este aspecto de la invencidén se pueden administrar directamente al
sujeto. Los sujetos a tratar pueden ser animales; en particular, pueden tratarse sujetos humanos.

La invencién también proporciona un método para tratar a un paciente que incluye administrar una composicién
farmacéutica de la invencidén al paciente. Preferiblemente, el paciente es un ser humano, y puede ser un nifio (por
ejemplo, un nifio pequefioc o un bebé), un adolescente o un adulto, pero generalmente sera un adulto. La invencién
también proporciona composiciones de HBP de la invencién para su uso como medicamento. La invencién también
proporciona el uso de HBPs y otras composiciones de la invencion en la fabricacién de un medicamento para tratar a un
paciente. Estos usos, métodos y medicamentos son para tratar el dolor neuropatico.

Las composiciones de acuerdo con la invencién deben administrarse directamente a un paciente en una
cantidad terapéuticamente eficaz. Tal y como se utiliza en el presente documento, la expresiéon ‘cantidad
terapéuticamente eficaz’ se refiere a una cantidad de HBP necesaria para tratar, mejorar o prevenir la enfermedad o
afeccién objetivo, o para mostrar un efecto terapéutico o preventivo detectable. Para cualquier compuesto, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente en ensayos de cultivo celular, por ejemplo de células neoplasicas,
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o0 en modelos animales, normalmente ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo animal también puede usarse para
determinar el rango de concentracidén y la via de administracién adecuados. Después, esta informacién puede usarse
para determinar dosis y vias utiles para la administracién en humanos.

La administracién directa se puede realizar mediante inyeccion parenteral (por ejemplo, por via intravenosa,
subcutanea, intraperitoneal, intramuscular o en el espacio intersticial de un tejido), o por via rectal, oral, vaginal, tépica,
transdérmica, intranasal, ocular, auditiva, pulmonar u otra via mucosa de administracién. El modo de administracién
exacto dependera de la ubicacién del dolor neuropético a tratar y/o de la ubicacién de la patologia que causa el dolor
neuropético. Los modos de administracién preferidos incluyen los siguientes: inyeccién, administracién intravenosa,
administracién intraperitoneal, administracién tépica, administracion subcuténea e inhalacién (particularmente,
subcutanea o tépica, por ejemplo subcutanea). En algunas realizaciones, la HBP se administra mediante inyeccion
intraperitoneal o inyeccidn intraplantar.

Normalmente, la dosificacién de la HBP se ajusta al tamafio corporal del paciente, medido mediante el peso
corporal (kg) o mediante el area de superficie corporal (BSA; medida en m? y medida o estimada mediante una
combinacién de la altura y el peso del paciente). Si bien no existe una conversién exacta para la dosificacién entre el
peso y la BSA, existe una buena aproximacion: para una persona de peso y altura promedio (percentil 50 para cada
uno), 25000 Ul/kg = 1 MUI/m?.

El tratamiento puede incluir un esquema de dosis Unica o0 un esquema de dosis multiples. Puede usarse
cualquier dosificacién que sea eficaz. La cantidad eficaz exacta para un sujeto humano dependera de la gravedad del
estado de la enfermedad, la salud general del sujeto, la edad, el peso y el sexo del sujeto, la dieta, la hora y la
frecuencia de administracién, la HBP particular que se esté utilizando, la combinacién de medicamentos, las
sensibilidades de reaccién y la tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad puede determinarse mediante
experimentacion rutinaria y esta sujeta al criterio del médico. En algunas realizaciones, la dosis eficaz de una HBP a la
que se hace referencia en el presente documento es de mas de 3 mg/kg, por ejemplo mas de 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30 o
40 mg/kg. En algunas realizaciones, la dosis eficaz de una HBP a la que se hace referencia en el presente documento
es de 4 a 40 mg/kg, de 4 a 30 mg/kg, de 4 a 20 mg/kg, de 5 a 15 mg/kg, de 8 a 12 mg/kg, de 9 a 11 mg/kg o de
aproximadamente 10 mg/kg. En algunas realizaciones, se administran de una a seis dosis (por ejemplo, 1, 2, 3,4, 50
6), o hasta 1, 2, 3, 4, 5 0 6, cada 24 horas. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se administran cuatro dosis cada 24
horas. El tratamiento puede administrarse por un periodo de dias, semanas, meses o afios. Preferiblemente, se
administra una dosis cada 24 horas.

Se ha demostrado que dosis mas bajas pueden lograr un tratamiento eficaz del dolor neuropatico cuando se
administran localmente, es decir, cerca del lugar del dolor, por ejemplo a 2, 5, 10 0 20 cm del lugar del dolor. A modo de
ejemplo, la administraciéon cercana al lugar del dolor es una administracién local, por ejemplo mediante administracién
subcutanea o administracion tépica. Para la administracion subcutanea, las dosis de HBP pueden ser, por ejemplo, de
2-10 mg/kg, 4-8 mg/kg o aproximadamente 6 mg/kg, por ejemplo con la misma frecuencia descrita anteriormente.

A modo de ejemplo, en algunas realizaciones, la HBP comprende o consta de la secuencia de aminoacidos
que incluye los aminoéacidos 20 a 190 de la SEQ ID NO:2, o bien es la SEQ ID NO:11, o bien es una secuencia que
tiene al menos un 70, 80, 90, 95, 98 0 99% de identidad con los aminoacidos 20 a 190 de SEQ ID NO:2, o con SEQ ID
NO:11, y/o el dolor neuropatico es dolor neuropético periférico y/o el método de administracion es la administracién
subcutanea. Preferiblemente, el dolor neuropético es dolor neuropético periférico y el método de administracién es la
administracién subcutdnea. Las HBP de la invencién pueden usarse como ingrediente activo de productos
farmacéuticos. Estos productos farmacéuticos se pueden usar solos para tratar a pacientes, o se pueden usar junto con
otros ingredientes activos, por ejemplo con otros productos farmacéuticos o no farmacéuticos usados para tratar el dolor
neuropatico. Normalmente, las HBP no se mezclaran con ningln otro ingrediente activo antes de la administracién;
antes bien, la HBP y los demés ingredientes activos se administraran como medicamentos independientes separados
en un protocolo combinado. Por consiguiente, la invencién proporciona (a) HBPs de la invencién y (b) un segundo
agente farmacéutico, para su administracién simultanea, separada o secuencial. La invencién también proporciona un
sistema o preparacién farmacéutica, que comprende (a) un primer agente farmacéutico, que comprende HBPs de la
invencién; y (b) un segundo agente farmacéutico, de manera que los mencionados primer agente y segundo agente
estan mezclados o bien son composiciones separadas, por ejemplo para una administracién simultdnea, ya sea
separada o secuencial. La invencién también proporciona un kit, que comprende (a) un primer agente farmacéutico, que
comprende HBPs de la invencién; y (b) un segundo agente farmacéutico. Los ejemplos del segundo agente
farmacéutico incluyen los agentes bloqueantes de la histamina (por ejemplo, agentes antagonistas de los receptores de
histamina y que preservan el SNC) y los antagonistas de los receptores H1, H2, H3 y/o H4. El uso de uno o mas tipos
adicionales de moduladores de histamina puede mejorar aun mas el efecto de modular la histamina en el dolor
neuropético. Otros ejemplos de segundos agentes farmacéuticos para el dolor neuropético incluyen los agentes
actualmente conocidos para tratar el dolor neuropético, por ejemplo, antiepilépticos (por ejemplo, gabapentina y
pregabalina), antidepresivos (por ejemplo, amitriptilina, duloxetina), opioides (por ejemplo, codeina, dihidrocodeina y
morfina, oxicodona, fentanilo, buprenorfina), crema de capsicum, parches de lidocaina e inyecciones/bloqueos nerviosos
(generalmente una combinacién de un agente anestésico local, opioides y esteroides). De manera alternativa, la HBP de
la invencién se puede administrar junto con una terapia alternativa, por ejemplo estimulacién nerviosa eléctrica
transcutanea (TENS), estimulacidén nerviosa eléctrica percutanea (PENS) o acupuntura [2]. En algunas realizaciones, la
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HBP de la invencién se administra junto con una proteina inhibidora de LTB4 (por ejemplo, esculetina) [13].

Las HBP de la invencién también pueden administrarse en combinacién con otros agentes farmacéuticos
conocidos por tratar la enfermedad de Parkinson u otros trastornos relacionados. Estos agentes incluyen, por ejemplo,
los agonistas de la dopamina, como pramipexol (Mirapex), ropinirol (Requip), rotigotina (administrada en forma de
parche, Neupro) y apomorfina (Apokyn). Otros agentes conocidos para tratar la enfermedad de Parkinson o un trastorno
relacionado incluyen, por ejemplo, los siguientes: levodopa; inhibidores de la monoaminooxidasa B (MAO-B), como
selegilina (E I|depryl, Zelapar), safinimida (Xadigo) y rasagilina (Azilect); inhibidores de catecol O-metiltransferasa
(COMT), como entacapona (Comtan) y tolcapone (Tasmar), medicamentos anticolinérgicos, como benzotropina
(Cogentin) o trihexifenidilo; y amantadina.

La invencién también proporciona el uso de (a) HBPs de la invencién y (b) un segundo agente farmacéutico, en
la fabricacién de un medicamento combinado.

La invencién también proporciona el uso de HBPs de la invencién en la fabricacién de un medicamento, de
manera que el medicamento se coadministra con un segundo agente farmacéutico. De un modo similar, la invencién
proporciona el uso de un segundo agente farmacéutico en la fabricacién de un medicamento, de manera que el
medicamento se coadministra con microagregados de HBPs de la invencién. En algunas realizaciones, los dos agentes
se administran con 4 horas de diferencia.

La invencién también proporciona el uso de HBPs de la invencién en la fabricacién de un medicamento, de
manera que el medicamento es para administrarse a un paciente que ha sido pretratado con un segundo agente
farmacéutico. De un modo similar, la invencién proporciona el uso de un segundo agente farmacéutico en la fabricacion
de un medicamento, de manera que el medicamento es para administrarse a un paciente que ha sido pretratado con
HBPs de la invencién. El pretratamiento puede ser reciente (por ejemplo, dentro de las 24 horas anteriores a la
administracién del mencionado medicamento), intermedio (por ejemplo, més de 24 horas antes, pero no mas de 4
semanas), méas antiguo (por ejemplo, al menos 4 semanas antes) o muy antiguo (por ejemplo, al menos 6 meses antes),
y estos periodos de tiempo se refieren a la dosis més reciente previa al tratamiento. El paciente puede ser reacio al
tratamiento con el agente farmacéutico que se le administré en el pretratamiento.

Se puede utilizar terapia génica para propiciar la produccién endégena de una proteina de unién a histamina
por parte de células especificas de un paciente. La terapia génica puede realizarse ‘in vivo’ 0 ‘ex vivo'. La terapia génica
‘ex vivo’ requiere el aislamiento y la purificacién de las células del paciente, la introduccién del gen terapéutico y la
introduccidén de las células genéticamente alteradas nuevamente en el paciente. Por el contrario, la terapia génica ‘in
Vvivo' no requiere el aislamiento ni la purificacién de las células del paciente. Normalmente, el gen terapéutico esta
‘envasado’ para su administracién a un paciente. Los vehiculos de administracién de genes pueden ser no virales, como
liposomas, o virus con replicacién deficiente, como adenovirus [14] o vectores de virus adenoasociados (AAV) [15,16].
Por ejemplo, una molécula de &acido nucleico que codifica una proteina de unién a histamina puede estar disefiada para
su expresion en un vector retroviral con replicacion defectuosa. Después, este constructo de expresién puede aislarse e
introducirse en una célula empaquetadora transducida con un vector plasmidico retroviral que contiene ARN que
codifica el polipéptido, de tal manera que la célula empaquetadora ahora produce particulas virales infecciosas que
contienen el gen de interés. Estas células productoras pueden administrarse a un sujeto para modificar células ‘in vivo’ y
expresar el polipéptido ‘in vivo’ [17].

Otra estrategia consiste en la administracién de ‘ADN desnudo’, de manera que el compuesto terapéutico de
unién a histamina se inyecta directamente en el torrente sanguineo o en el tejido muscular.

En las realizaciones que describen la administracién de una HBP de la invencién, también se prevé que en
lugar de la HBP se pueda administrar una molécula de acido nucleico purificada que codifica la HBP, un vector que
comprende la molécula de acido nucleico purificada o una composiciéon farmacéutica que comprende la HBP, la
molécula de acido nucleico purificado o el vector.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término ‘que comprende(n) también abarca las realizaciones
que constan Unicamente de los elementos enumerados, asi como las realizaciones que comprenden los elementos
enumerados.

A continuacién se describirdn con mas detalle diversos aspectos y realizaciones de la presente invencién,
haciendo referencia particularmente a la HBP EV131. Debe entenderse que pueden realizarse modificaciones de los
detalles sin apartarse por ello del alcance de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: La administracién i.p. crénica de EV131 atenué la hipersensibilidad mecanica pero no atenué la
hipersensibilidad térmica en el modelo de lesién por constriccion crénica (CCl) en ratones. (A-D) Efectos de la inyeccién
i.p. sistémica de EV131 (1, 3 0 10 mg/kg) o un vehiculo en ratones CCl en (A) el umbral de retirada mecanica medido
con filamentos de von Frey y (B) el umbral de retirada térmica medido con la prueba de Hargreaves. Las mediciones se
evaluaron antes de la lesibn como un umbral de dolor basal (BS) y, posteriormente, 6 dias después de la lesién. El
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efecto de EV131 se evalué 0,5 h, 1 h y 24 h después de cada una de las cuatro inyecciones i.p. consecutivas. La flecha
indica cada una de las cuatro inyecciones i.p. de EV131. Los datos se presentan como medias + S.E.M, n = 6 en cada
grupo. (A) F(39,280)=2,34 P<0,0001 vs. animales de control del vehiculo (ANOVA de dos vias, seguido de la prueba
post-hoc de comparacién de Bonferroni). (B) F(39,266)=1,03 P=0,43 vs. animales de control del vehiculo (ANOVA de
dos vias, seguido de la prueba post-hoc de comparacién de Bonferroni). (C) El area bajo la curva (AUC) que resume las
mediciones en A. F(3,20)=6,51 P<0,003 vs. animales de control del vehiculo (ANOVA unidireccional, seguido de la
prueba post-hoc de comparacion de Bonferroni). (D) El area bajo la curva (AUC) que resume las mediciones en B.
F(3,20)=0,16 P=0,92 vs. animales de control del vehiculo (ANOVA unidireccional, seguido de la prueba post-hoc de
comparacién de Bonferroni).

Figura 2: La administracién i.p. crénica de EV131 atenué significativamente la hipersensibilidad mecanica, al
tiempo que produjo un efecto débil sobre la hipersensibilidad térmica en el modelo de lesién por constriccién crénica
(CCl) en ratones. (A-D) Efectos de la inyeccién i.p. sistémica de EV131 (1, 3, 10, 20 o 40 mg/kg) o el vehiculo en
ratones CCl en (A) el umbral de retirada mecénica medido con filamentos de von Frey y (B) el umbral de retirada
térmica medido con la prueba de Hargreaves. Las mediciones se evaluaron antes de la lesion como un umbral de dolor
basal (BS) y, posteriormente, 7 dias después de la lesién (d7). El efecto de EV131 se evalu6 0,5h, 1h,2h, 4 hy 24 h
después de cada una de las cuatro inyecciones i.p. consecutivas. La flecha indica cada una de las cuatro inyecciones
i.p. de EV131. Los datos se presentan como medias + S.E.M, n = 6-14 en cada grupo. (C) El area bajo la curva (AUC)
que resume las mediciones en A. F(5,32)=102,2 P<0,0001 vs. los animales de control del vehiculo (ANOVA
unidireccional, seguido de la prueba post-hoc de comparacién de Bonferroni). (D) El area bajo la curva (AUC) que
resume las mediciones en B. F(5,32)=2,81 P=0,03 vs. animales de control del vehiculo (ANOVA unidireccional, seguido
de una prueba post-hoc de comparacién de Bonferroni no significativa).

Figura 3: La administracién ip. croénica de EV131 no atenud la hipersensibilidad mecanica o la
hipersensibilidad térmica en ratones simulados. (A-D) Efectos de la inyeccion i.p. sistémica de EV131 (40 mg/kg) o el
vehiculo en ratones simulados en (A) el umbral de retirada mecénica medido con filamentos de von Frey y (B) el umbral
de retirada térmica medido con la prueba de Hargreaves. Las mediciones se evaluaron antes de la lesién como un
umbral de dolor basal (BS) y, posteriormente, 7 dias después de la lesién (d7). El efecto de EV131 se evalué 0,5 h, 1 h,
2 h, 4 hy?24hdespués de cada una de las cuatro inyecciones i.p. consecutivas. La flecha indica cada una de las cuatro
inyecciones i.p. de EV131. Los datos se presentan como medias + S.E.M, n = 5-6 en cada grupo. (C) El &rea bajo la
curva (AUC) que resume las mediciones en A t11=0,85 P=0,41 vs. animales de control del vehiculo (prueba t no
apareada). (D) El area bajo la curva (AUC) que resume las mediciones en B. t11=1,799 P=0,09 vs. animales de control
del vehiculo (prueba t no apareada).

Figura 4: La administracién i.pl. (intraplantar) crénica localizada de EV131 en la superficie plantar de la pata
lesionada atenué significativamente la hipersensibilidad mecénica, al tiempo que produjo un efecto débil sobre la
hipersensibilidad térmica en el modelo de lesién por constriccion crénica (CCl) en ratones. (A-D) Efectos de la inyeccién
i.pl localizada de EV131 (0,0075, 0,025, 0,075, 0,25 mg/50 pl; 50 pl/inyeccién) o el vehiculo en ratones CCl en (A) el
umbral de retirada mecénica medido con filamentos de von Frey y (B) el umbral de retirada térmica medido con la
prueba de Hargreaves. Las mediciones se evaluaron antes de la lesibn como un umbral de dolor basal (BS) v,
posteriormente, 7 dias después de la lesion (d7). El efecto de EV131 se evalu6 0,5 h, 1h,2h,4h,6h, 8hy24h
después de cada una de las cuatro inyecciones i.p. consecutivas. La flecha indica cada una de las cuatro inyecciones
i.pl. de EV131. Los datos se presentan como medias + S.E.M, n =6 en cada grupo. (C) El &rea bajo la curva (AUC) que
resume las mediciones en A. F(4,25)=93,38 P<0,0001 vs. los animales de control del vehiculo (ANOVA unidireccional,
seguido de la prueba post-hoc de comparacién de Bonferroni). (D) El area bajo la curva (AUC) que resume las
mediciones en B. F(4,25)=17,11 P<0,0001 vs. animales de control del vehiculo (ANOVA unidireccional, seguido de la
prueba post-hoc de comparacién de Bonferroni).

Figura 5: La administracién |.pl crénica localizada de EV131 en la superficie plantar de la pata lesionada no
atenué la hipersensibilidad mecanica ni la hipersensibilidad térmica en ratones simulados. (A-D) Efectos de la inyeccidon
i.pl localizada de EV131 (0,25 mg/50 pl; 50 pl/inyeccién) o el vehiculo en ratones simulados en (A) el umbral de retirada
mecénica medido con filamentos de von Frey y (B) el umbral de retirada térmica medido con la prueba de Hargreaves.
Las mediciones se evaluaron antes de la lesion como el umbral de dolor basal (BS) y, posteriormente, 7 dias después
de la lesién (d7). El efecto de EV131 se evalu6 0,5h, 1 h, 2 h, 4 hy 24 h después de cada una de las cuatro inyecciones
i.pl consecutivas. La flecha indica cada una de las cuatro inyecciones i.p. de EV131. Los datos se presentan como
medias + S.E.M, n = 6 en cada grupo. (C) El area bajo la curva (AUC) que resume las mediciones en A t11=1,31
P=0,22 vs. animales de control del vehiculo (prueba t no apareada). (D) El érea bajo la curva (AUC) que resume las
mediciones en B. t11=1,44 P=0,18 vs. animales de control del vehiculo (prueba t no apareada).

Figura 6: Secuencia primaria de la proteina FS-HBP2, incluida la secuencia sefial, alineada con la secuencia
de ADN codificante. El final de la secuencia sefial se indica mediante la flecha.

Figura 7: Secuencia primaria de la proteina FS-HBP1, incluida la secuencia sefial, alineada con la secuencia
de ADN codificante. El final de la secuencia sefial se indica mediante la flecha.

Figura 8: Secuencia primaria de la proteina MS-HBP1, incluida la secuencia sefial, alineada con la secuencia
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de ADN codificante. El final de la secuencia sefial se indica mediante la flecha.

Figura 9: Secuencia primaria de la proteina D.RETS, incluida la secuencia sefial, alineada con la secuencia de
ADN codificante. El final de la secuencia sefial se indica mediante la flecha.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Evaluacién de la eficacia de la proteina de unién a histamina recombinante EV131 en el dolor neuropatico

La proteina nativa EV131 se encuentra en la saliva de la garrapata, donde su actividad antiinflamatoria
contrarresta la respuesta inmunolégica del huésped en el punto de alimentacién de la garrapata.

Métodos: Se indujo dolor neuropatico en ratones machos adultos C57BL/6J (B6) (n=6/grupo) mediante lesién
por constricciéon crénica (CCl) del nervio ciatico. El efecto de EV131 (1, 3 y 10 mg/kg i.p.) sobre la hipersensibilidad
mecénica y térmica se determiné 0,5, 1 y 24 h después de EV131 (4 inyecciones cada 24 h durante 4 dias) y se
comparé con controles de solucién salina. La hipersensibilidad mecanica y térmica se evalué mediante filamentos de
von Frey y pruebas de Hargreaves.

Resultados: En ratones neuropaticos, la EV131 a una dosis de 10 mg/kg, pero no de 1 y 3 mg/kg, redujo la
hipersensibilidad mecanica (AUC [g-dias] - 10 mg: 10,47x1,75[SEM], 3 mg: 4,41+1,23[SEM], 1 mg: 4,03+1,37[SEM],
solucién salina: 2,22+1,21[SEM]). La EV131 no afecté a la hipersensibilidad térmica. Los resultados se muestran en la
Figura 1.

Conclusiones: Nuestros hallazgos proporcionan la primera evidencia de los efectos analgésicos de EV131
sobre la hipersensibilidad mecanica relacionada con el dolor neuropético y, por lo tanto, ponen de relieve la importancia
del sistema de histamina en la modulacién de las neuropatias periféricas.

Ejemplo 2: Evaluacién de la eficacia de la proteina de unién a histamina recombinante EV131 en el dolor neuropatico
Sujetos

Ratones C57BL/6J. Se permitié que ratones machos adultos C57BL/6J (8 semanas de edad; 20-25 g; Charles
River Laboratories, Kent, Reino Unido) se aclimataran a la sala de la colonia (Universidad de Durham, Reino Unido, o
Centro de Biologia Comparada, Universidad de Newcastle, Reino Unido) durante al menos 7 dias después de su
llegada, y se les aloj6 en jaulas de polietileno (4 por jaula), con temperatura (21 °C) y humedad (55%) controladas, bajo
un ciclo regular dia/noche de 12 h (luces encendidas a las 8:00 a.m.; luces apagadas a las 8:00 p.m.). Dispusieron de
comida y agua para roedores de laboratorio estandar ‘ad libitum'. Los animales se habituaron a los procedimientos de
prueba durante al menos 3-4 dias antes de los experimentos. El manejo y las pruebas de los animales se realizaron
durante la fase de luz, entre las 9:00 a.m. y las 6:00 p.m. Se hicieron todos los esfuerzos posibles para minimizar el
sufrimiento de los animales y reducir el nimero de animales usados en el estudio. Los protocolos experimentales se
llevaron a cabo con la autorizacion del Ministerio del Interior del Reino Unido, con aprobacion ética local y de acuerdo
con la legislacién vigente en Reino Unido tal y como se define en la Ley de Animales (Procedimientos Cientificos) de
1986. Para informar de este estudio se han seguido las directrices ARRIVE.

Farmacos: preparacion y administraciéon

Inyecciones sistémicas. Para la administracién sistémica (i.p.) se preparé EV131 (SEQ ID NO: 10) en una
solucién salina tamponada con fosfato como solucién madre de 5,8 mg/ml y, después, se preparé inmediatamente antes
de las inyecciones en una solucién vehiculo (solucién salina) en las concentraciones requeridas. Los ratones se pesaron
y se les inyectdé por via intraperitoneal (i.p.) EV131 (1-40 mg por kg de peso corporal) o una solucién vehiculo
equivalente (solucién salina) sin EV131 como grupo de control. Se inyecté la EV131/el vehiculo cuatro veces (cada 24 h
durante cuatro dias).

Inyecciones intraplantares. Para la administracién intraplantar (i.pl.), se preparé EV131 (SEQ ID NO: 10;
0,0075-0,25 mg por cada 50 pl; 50 pl por inyeccién) a partir de una solucién madre de 5,8 mg/ml inmediatamente antes
de las inyecciones en una solucién vehiculo (solucién salina). Se administraron inyecciones intraplantares (i.pl) durante
1 min con un volumen de 50 pl sin anestesia en la superficie plantar de la pata trasera del animal, ipsilateral a la lesién
del nervio ciatico. Los animales de control recibieron 50 ul de solucién vehiculo equivalente sin EV131. Se inyecté la
EV131/el vehiculo cuatro veces (cada 24 h durante cuatro dias).

Modelo de dolor

Lesién del nervio ciatico. Los ratones fueron sometidos a una neuropatia periférica inducida mediante lesion
por constriccién crénica (CCl) del nervio ciatico, tal y como lo describen Bennett y Xie [18], con ligeras modificaciones en
el caso de los ratones [19,20]. La lesién del nervio cidtico se llevé a cabo bajo anestesia con isoflurano administrada a
través de un cono nasal (isoflurano al 2% con oxigeno como gas portador). Se afeité la piel y se practicé una incisién
justo debajo del hueso de la cadera derecha, en paralelo al nervio ciatico. Se separaron el biceps femoral y el gliteo
superficial y se dejé al descubierto el nervio cidtico derecho. De manera proximal a la trifurcacién ciatica, la lesién se
produjo mediante tres ligaduras holgadas alrededor del nervio ciético. Las ligaduras (seda 4/0) se ataron holgadamente
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alrededor del nervio con una separacién de 1 mm, hasta que provocaron una breve contraccién en la respectiva
extremidad trasera, lo que impidié aplicar una ligadura demasiado fuerte. La longitud total de nervio que se vio afectado
fue de 3-4 mm. El musculo y la piel se cerraron en dos capas separadas. Para la cirugia simulada, el nervio ciatico se
dej6 al descubierto tal y como se ha descrito anteriormente, pero no se hizo contacto con el nervio. Tanto el umbral
mecénico en la superficie plantar lateral de la pata trasera como la sensibilidad térmica se evaluaron antes de la lesién
en el nervio (como umbral de dolor basal) y, posteriormente, las pruebas se iniciaron el dia 7 después de la cirugia y
continuaron durante 3 dias mas (un total de 4 dias de pruebas de comportamiento).

Pruebas de comportamiento

En todos los experimentos, el observador no conocia la dosis de EV131 administrada en las inyecciones
intraplantares/intraperitoneales. Cada animal fue sometido a la prueba de von Frey, seguida de la prueba de
Hargreaves.

Estimulacién mecénica. La sensibilidad mecanica se evalu46 midiendo el umbral de retirada de la pata
(ipsilateral al sitio de la lesién) en respuesta a estimulos mecanicos, usando para ello filamentos de von Frey (Ugo
Basile, Gemonio, lItalia). Los animales se colocaron en una jaula de pléastico con un suelo de red de alambre y se les
permitié habituarse antes de comenzar las pruebas. Los animales también se habituaron durante un periodo de 3-4 dias
consecutivos, de manera que se registraron una serie de mediciones de referencia. Los filamentos se aplicaron en
orden ascendente -cada uno cinco veces en un intervalo de 2-3 segundos- en la superficie plantar de la pata trasera, tal
y como se ha descrito anteriormente [21, 22], y el filamento mas pequefio que provocase una respuesta de retirada de la
pata se considerd el estimulo umbral. La intensidad de los estimulos de von Frey usados en los presentes experimentos
fue de entre 0,04 y 6,0 g.

Estimulacién térmica. Se evalué en los ratones la latencia de la respuesta de retirada de la pata frente a un
estimulo térmico nocivo utilizando un dispositivo emisor de calor radiante (IITC Life Science Inc., Estados Unidos), tal y
como se describe en [23]. Los ratones se colocaron individualmente en cdmaras de plexiglas sobre una plataforma de
vidrio elevada y se les permitié habituarse al aparato antes de que comenzaran las pruebas. Los animales también se
habituaron durante un periodo de 3-4 dias consecutivos, de manera que se registraron una serie de mediciones de
referencia. Se aplicd una fuente de calor radiante de intensidad constante a la superficie plantar de la pata a través de la
placa de vidrio y se midié la latencia a la retirada de la pata. La pata trasera recibié 3 estimulos, y el intervalo entre
estimulos fue de al menos 3 minutos para evitar lesiones. Las latencias de retirada se definieron como la media de las
lecturas de la pata trasera. Se usé un limite de 20 s para evitar lesiones tisulares.

Analisis de datos estadisticos
El andlisis de datos y las comparaciones estadisticas se realizaron usando GraphPad PrismTM, versién 7.00
para Windows, GraphPad Software, California, Estados Unidos, www.graphpad.com.

Los resultados se presentan en los gréaficos como la media + SEM. Cada grupo incluia de 5 a 14 animales. El
analisis estadistico se realiz6 mediante analisis de varianza de una o dos vias (ANOVA) con pruebas post-hoc de
comparacién miultiple de Bonferroni, o mediante la prueba t de Student no apareada cuando se compararon dos grupos.
Se consideré estadisticamente significativo un valor de p < 0,05.

Resultados

En ratones neuropaticos sometidos a un modelo de lesidn por constriccion crénica (CCl) de ratones
neuropéticos, cuando se inyectdé EV131 i.p. en una dosis de 10, 20 y 40 mg/kg, pero no de 1 y 3 mg/kg, se redujo
significativamente la hipersensibilidad mecanica (AUC [g-dias] - 40 mg: 21,3+0,9[SEM], 20 mg: 18,3+0,7[SEM], 10 mg:
15,2+1,4[SEM], 3 mg: 5,1+0,4[SEM], 1 mg: 3,9+0,4[SEM], solucién salina: 2,7+0,3[SEM]; F(5,32)=102,2, P<0,0001; ver
Figuras 2A y 2C), mientras que la hipersensibilidad térmica solo se vio levemente afectada (AUC [g-dias] - 40 mg:
71,2+2,5[SEM], 20 mg: 65,1x2,1[SEM], 10 mg: 79,1£5,4SEM], 3 mg: 62,6x1,7[SEM], 1 mg: 63,0£1,4[SEM], solucién
salina: 69,1+6,3[SEM]; F(5,32)=2,8, P=0,03; Prueba de comparacién multiple de Bonferroni no significativa; ver Figuras
2B y 2D). Curiosamente, cuando la EV-131 se inyect6 i.pl. en el rango de dosificacién mas bajo en comparacién con el
tratamiento i.p., también produjo el efecto analgésico observado en las pruebas de hipersensibilidad mecanica (AUC
[g-dias] - 0,25 mg: 21,2%1,1[SEM], 0,075 mg: 13,8x0,7[SEM], 0,025 mg: 10,1+0,6[SEM], 0,0075 mg: 6,1+0,5[SEM],
solucién salina: 3,8+0,2[SEM]; F(4,25)=93,4, P<0,0001; ver Figuras 4A y 4C) y sélo afect6 moderadamente a la
hipersensibilidad térmica (AUC [g-dias] - 0,25 mg: 94,2+2 9[SEM], 0,075 mg: 92,2+2,7[SEM], 0,025 mg: 89,9+2 8[SEM],
0,0075 mg: 88,3+3,6[SEM)], solucién salina: 65,2+2 0[SEM]; F(4,25)=17,1, P<0,0001; ver Figuras 4B y 4D). Tanto la
administracién sistémica i.p. como la administracién local i.pl. de EV-131 no afectaron al umbral de dolor medido en
animales simulados (P>0,05; ver Figuras 3 y 5) o cuando se evalué en la pata ilesa (P>0,05).
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TABLA 1
COMPARACION DE SECUENCIAS DE FS-HBP1 (linea superior), FS-HBP2 (linea central) y MS-HBP1 (linea inferior).
Los residuos idénticos estan marcados con '=' debajo de las tres lineas de secuencia. Las secuencias se alinearon tal y
como se ha descrito anteriormente.
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TABLA 1 (continuacién)
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de unién a histamina (HBP) para su uso en un método para tratar el dolor neuropatico.
2. Una HBP de la reivindicacioén 1, de manera que puede obtenerse de la saliva de una garrapata.

3. Una HBP de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, de manera que la HBP se selecciona de entre FS-HBP2,
FS-HBP1, MS-HBP1 y D.RET6, por ejemplo de manera que la HBP es FS-HBP2 y, opcionalmente, de manera que la
HBP comprende o consta de la secuencia de aminoacidos proporcionada en SEQ ID NO:2.

4. Una HBP de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es una variante de una HBP como la
descrita en la reivindicacidén 2 o la reivindicacidén 3, de manera que la variante tiene una secuencia proteica que tiene al
menos un 70% de identidad de secuencia con una secuencia proteica seleccionada de entre cualquiera de las SEQ ID
NOs: 2, 4, 6, 8y 10, y de manera que la variante conserva la funcién bioldgica de unién a la histamina.

5. Una HBP de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es un fragmento de una HBP de longitud
completa o que es un fragmento de una variante de la misma, de manera que la variante tiene una secuencia proteica
que tiene al menos un 70% de identidad de secuencia con una secuencia proteica seleccionada de entre cualquiera de
las SEQ ID NOs: 2, 4, 6, 8 y 10, y de manera que los fragmentos y la variante conservan la funcién biolégica de unién a
la histamina.

6. Una HBP de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, de manera que la HBP se administra en una
dosisde mas de 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30 0 40 mg/kg de peso corporal, y opcionalmente de manera que la dosis es de
2-10 mg/kg o 4-8 mg/kg o es de aproximadamente 6 mg/kg de peso corporal, de manera que se administran de 1 a 6
dosis cada 24 horas.

7. Una molécula de acido nucleico purificada que codifica una HBP como las descritas en cualquiera de las
reivindicaciones anteriores para su uso en un método para tratar el dolor neuropatico.

8. Una molécula de acido nucleico purificada para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, que comprende o consta
de:
(a) una secuencia de ADNc que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2, de manera que
opcionalmente comprende o consta de la secuencia de ADNc de SEQ ID NO:1; o
(b) una secuencia de ADNc que codifica una variante o un fragmento activo de SEQ ID NO:2 o un fragmento activo
de dicha variante, de manera que la variante tiene una secuencia proteica que tiene al menos un 70% de identidad
de secuencia con una secuencia proteica seleccionada de entre cualquiera de las SEQ ID NOs: 2, 4,6, 8 y 10, y de
manera que la variante conserva la funcién biolégica de unién a la histamina.

9. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico purificada de acuerdo con la reivindicacién 7 o la
reivindicacién 8 para su uso en un método para tratar el dolor neuropatico.

10. Una composicién farmacéutica que comprende una HBP, un &cido nucleico purificado o un vector de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, junto con un portador farmacéuticamente aceptable, para su uso en un
método para tratar el dolor neuropatico.

11. Una HBP, un &cido nucleico purificado, un vector o una composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, de manera que el dolor neuropatico es un dolor neuropatico en el que la
histamina tiene un papel.

12. Una HBP, un &cido nucleico purificado, un vector o una composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, de manera que el método:
(a) incluye impedir que la histamina se una a sus receptores; y/o
(b) incluye tratar el dolor neuropatico que se observa como hipersensibilidad a estimulos mecénicos, de manera que
opcionalmente:

(i) el dolor neuropatico es alodinia y/o hiperalgesia; y/o
(i) el tratamiento produce mejoras en las sensaciones de uno o méas de los siguientes: tacto (incluyendo toques
leves), ‘hormigueo’, entumecimiento, picor y dolor insoportable.

13. Una HBP, un &cido nucleico purificado, un vector o una composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, de manera que:

(a) el dolor neuropético es un dolor neuropatico periférico, de manera que opcionalmente el paciente que esta siendo
tratado por un dolor neuropético periférico tiene una afeccién o enfermedad seleccionada de entre las siguientes:
nervios periféricos dafiados, irritados o enfermos, neuropatia periférica, dolor neuropético inducido por una lesién en
los nervios periféricos, diabetes mellitus, neuropatia diabética, polineuropatia diabética, prediabetes, disfuncion
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metabdlica, una enfermedad infecciosa (por ejemplo, infeccién por VIH o lepra), un trastorno inmunolégico (por
ejemplo, sindrome de Guillain-Barré), un trastorno inflamatorio, una neuropatia hereditaria, una canalopatia
hereditaria (por ejemplo, eritromelalgia hereditaria), una lesién del nervio ciatico, estenosis espinal, neuralgia del
trigémino, neuralgia postherpética, dolor por lesiéon del nervio periférico, dolor post-amputacidén, polineuropatia
dolorosa, radiculopatia dolorosa, lesién de la médula espinal, neuropatia postraumatica, neuropatia posquirdrgica,
polirradiculopatia cervical, polirradiculopatia lumbar y sindrome de dolor regional complejo tipo 2;

(b) el dolor neuropético es un dolor neuropatico central, de manera que opcionalmente el paciente que esté siendo
tratado por el dolor neuropético central tiene una afeccién o enfermedad seleccionada de entre una enfermedad
cerebrovascular que afecta a las vias somatosensoriales centrales, una enfermedad neurodegenerativa y una lesién
o enfermedad de la médula espinal; o

(c) el dolor neuropético es una mezcla de periférico y central, de manera que opcionalmente el paciente que esta
siendo tratado por dolor neuropatico periférico y central tiene la enfermedad de Parkinson.

14. Una HBP, un &cido nucleico purificado, un vector o una composiciéon farmacéutica para su uso de acuerdo con

15 cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, de manera que el paciente que estéd siendo tratado por un dolor neuropatico

también esta siendo tratado con quimioterapia o se ha sometido anteriormente a un tratamiento con quimioterapia.
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Figura 6
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781

GCCGCGACGGAACTTCGAAGGAAGTCAGCATGAAGCTTCTCATACTCTCTCTTGCCCTCG
¥M K L L I L 8 L & L V

TCCTCGCCCTCAGCCAGGTTAAGGGARATCAGCCAGATTGGGCCGATGAAGCGGCAAATG

T

GTGCACACCAAGACGCCTGGAAGAGTCTGAAAGCCGALGTTGAARACCTTTACTACATSEG
A H Q@ D A W K 8 L K A D VYV E N V Y Y MKV

TGAAGGCCACCTATAAGAATGACCCAGTGTGGEGCAATGACTTCACTTGCGTGGGTGTTA
K A T Y K N D PP VW 3 N D F T C V 6 V H

T3b,_,4—T7&
TGGCAAATGATGTCAACGAGGATGAGAAGAGCATTCAAGCAGAGTTTTTGTTTATGAATA
A N D VvV N E D E K 8 1 ¢ A E F L F M N N

ATGCTGACACAAACATGCAATTCGCCACTGAARAGGTGACTGCTGTTARAATGTATGGTT
A D T N M Q F A TEI KUV T AV KMY G Y

ACAATAGGGAAAACGCCTTCAGATACGAGACGGAGGATGGLCAAGTTTTCACAGALGTCA
N R E N A F R Y ET EDG GV F T DV I

Y
TTGCATACTCTGATGACAACTGCGATGTCATCTACGTTCCTCGCACAGACGGAAATGAGS
A Y 8§ D DNOCDWVI YV PG TDGNEE

-
AAGGTTACGAACTATGGACTACGGATTACGACAACATTCCAGCCAATTGTTTARATAAGT
G ¥ E L W T T D Y D N I P A NIUCUL N KX F

TTAATGAGTACGCTGTAGGTAGGGAGACAAGGGATGTATTCACAAGTGCTTGCCTAGAGT
N E Y A V G R ETURDUVVF TS AC L E *

wp o
AATAACTTCAGAATGTCETTCTTTCAAAGCGAAAAACCAACAATGCTGAACATCGGCTTGE

TG TGCTCGACG TAGCCAGUGATAATGTTGTTTTCCTGGGTTTCTGGGTTTGGATACTTTT

AGCCACTCCUGAAGAGUTGTAAAGGTAATGARRRA TAMAATCTTCAAGAGTGTCAAAAAA
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AAAALNAAAAAAL 793
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Figura 7
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AGAARGCCAACATGAAGCTTCTGCTCTCTCTTCGCCTTCGTCTTAGCTCTCAGCCAAGTTA
¥ K L L L 8 L A F Vv L A L & @ Vv K

AAGCCGATAAGCCAGTTTGGGCEGGATCGAAGCGGCAAACGGGGAACACCAAGALGCTTGGA
A D XK P V W A D E A A N G E H Q D A wW K

h

AGCATCTCCARAARCTCGTTGAAGAGAATTACGACTTGATAAAAGCCACCTACAAGAACG
H L Q@ K L vV E E N Y D L I K A T Y K ND

T33-¢*'T7c
ACCCAGTTTGGGGTAACGACTTCACTTGLGTGGGTACTGCAGCGCAGAATTTGAACGAGG
P V W GG N D F T C V 6T A A Q N L N E D

ACGAGAAGAACGTTGAAGCATGGTT TATGTTTATGAATAATGCTGATACCGTATACCAAL
E K N V E A W F M F M NN A DTWV Y Q H

ATACTTTTGAARAGGCGACTCCTGATARAATGTACGGTTACAATAAGGARAACGCCATCA
T F E K A T P D K M Y G Y N K ENAIT

CATATCAAACAGAGGATGGGCAAGTTCTCACAGACGTCCTTGCATTCTCTGACGACAATT
Yy Q T E D G Q V L T D V L A F S D D DNGC

GCTATGTCATCTACGCTCTTGGCCCAGATGGAAGTGGAGCAGGTTACGAACTCTGGECTA
Yy v 1 ¥ A L G P D G 8 G A G Y E L W AT

T3b—T7d
CCGA T TACACGGATGT TCCAGC CAGTTGTCTAGAGAAGTTCAATGAGTATGCTGCAGGTC
D Y T D VvV P A S8 ¢C L E K F N E Y A A G L

TGCCGGTACGGGACGTATACACAAGTGATTGCCTCCCAGAATAACTTIGGGCATATCGTAA
PV R DV Y T § D C L P E ~

TTTCAACTTCAAAGTGTGTTAT TG TCAGCATATGTCTCGAGTGTTTGATGTAGTGCGTTC

GATGATGCCATTCATCTAGGTTTCGGETGTTCGGTACTTTATGGTCACTSCCGACGGLCA
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Figura 8
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AAAGCACTCAACATGAAGGTTCTTTTGTTGGTTCTTGGAGCTGCTCTTTGCCAGAATGCA
M R Vv L L L VvV L G A A L ©C @ N A

GATCCAAACCCAACATGGGCGAACGAAGCTAAATTGEGATCCTACCAAGACGCCTGGAAG
O A N P T W A N EF A XK L G § Y Q D A W K

4,\

AGCCTTCAGCAAGACCAAAACAAGAGATACTATTTGGCACAAGCGACACAAACGACTGAC
5 L @ ¢ D Q@ N K R Y Y L A Q A& T Q T T D

e
GGCGTATGGGGTGAAGAGTTTACTTGTGTGAGTCTTACGGCTCAGAAGATTGGAAAGAAA
G VW 6 E E F T ¢ VvV &8 vV T A E K I G K K

o
AAACTTAACGCTACGATCCTCTATAAARMATAAGCACCTTACTGACCTGARAGAGAGTCAT
K L N A T I L ¥ K N K ¥ L T DL K E & H

GAAACAATCACTGTCTGGAAAGCATACGACTACACAACGCAGAATGGCATCAAGTACGAG
E T I T V W K A Y D Y T T E NG I K Y E

ACGCAAGGGACAAGGACGCAGACTTTCGAAGATGTCTTTGTATTCTCTGATTACAAGAAC
T Q G T R T Q T F E DV F V F S D Y K N

. -
TGCGATGTAATTTTCGTTC CCAAAGAGAGAGGAAGCCGACGAGGGCGACTATGAATTCTGS
¢ b v I F VvV P K E R G 5 D E G D ¥ E L W

STTAGTGAAGACAAGATTGACAAGATTCCCGATTGCTGCAAGTTTACGATGGCGTACTTT
v 8 E b K I b K I P D CC XK F T M A Y F

b
GCCCAACAGCAGGAGAAGACGGTTCOTAATCTATACACTGACTCATCATGCAAACCAGCA
A Q ©Q 0 E K T V R NV Y T D S5 § C K P A

CCAGCTCAGAACTGATATTCTGGTAATGCTTGAACCGTAATGGTTCGACCTGCAGTCTAG
P A Q N "

RAACATTTACCACCATCACGGTGATTATCTTACCGTAGTTTCTTAGGTZTTGTTCTTTGA
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Figura 9
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T3=>
1 ATGAAGATGCAGGTAGTGCTCTTACTTACCTTTGTTAGCGCCGCCCTCGCCACTCAAGEG 60
1 ¥ 2 ¥ ¢ Vv vV L L. L T F VvV &8 & 2 L A T QO A 20

61 GAGACTACATCTGCGAAAGCAGGAGAAAACCCGCTCTGGGCGCATGAGGAACTACTTEGA 120

21, E * * 8 A XK A G E N P L W A H E E L L G 40
¢
121 ARAATATCAAGATGCCTGGAALMAGCATCGATCAGGGCOTGTCOGTGACTTATGTCCTTGCA 180
41 K ¥ ¢ b A w X 8 I D Q@ &6 VvV 58 v T Y V L a 60
b =
i81 AAGRCAACATATGAGAATGACACAGGATCATGGGGATCCCAGTTTAAGTGCCTCCAGGTA 240
61 XK T T Y E N D T G § W G S Q F K C L Q0 V 80

241 CAAGAAATAGAAAGAAAGGAAGAAGACTATACAGTTACATCTGTTTTCACCTTTAGAAAT 300
81 0 E I E R K E E D Y T V T S VvV F T F R N 100

301 GCGTCTTCTCCAATCAAGTATTACAACGTGACAGAAACAGTGAAGGCCGTTTTTCAATAT 360
101 A 8§ 8 P I K Y ¥ N V T E T V K & V F ¢ Y 120

361 GGATACAAAMACATAAGGAATGCAATTGAATACCAAGTGGGCGGTGGACTTAACATAACT 420

122 6 ¥ X ¥ I R N A I E Y Q V 6 6 6B L N I T 140
- e

421 GACACGCTCATTTITCACTGATGGAGAATTATGCGATGTTTTCTATGTTCCCAATGCAGAT 480

14 D T L 1 F T D G E L C D V F Y Vv P N A D 160

481l CAAGGTTGTGAGCTCTGGGTCAAAAAGAGTCACTACAAACACCTACCAGACTACTGCACG 540
161 9 6 € E L. W V K K 8 HY X B v p DY CT 180

541 TICGTGTTCAATGTTTITCTGTGCGAAAGACAGGARRACCTACGATATATTTAATGAAGAA 600
8l F vV F N V F C A K D R K T Y D I F N E E 200

601 TGTGTTTATAACGGCGAACCCTGGCTTTAAAGGCAAAAAATCTATAAAATACGGTTTCTG 660
201 ¢ VvV Y N G E P W L ~ 220

«=T7
661 TAGTAAGTACTAATAGCAAGTAGTTGAATAAIAARMAGATTGTAAGTGCAAAAAAAAAL 719
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