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ES 2358 538 T3

DESCRIPCION
Modulacién de niveles de expresion de TRPV

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones para el tratamiento y/o la prevencién de estados relacionados con
altos niveles de expresion y/o actividad del potencial receptor transitorio de vaniloide-1 (TRPV1). Van a mitigarse,
entre otros, estados oculares tales como molestia y sensibilidad alterada de la cdrnea tras cirugia refractiva, uso de
lentes de contacto, ojos secos y retinopatia diabética.

También se proporcionan procedimientos y composiciones para el tratamiento y/o la prevencion de estados
anomalos de la piel y el foliculo piloso mediados por altos niveles de expresion y/o actividad de TRPV1, tales como
alopecia. La invencion proporciona el uso de la tecnologia de ARNi para regular por disminucién la expresion de
TRPVL1.

Antecedentes de la invenciéon

La interferencia de ARN se refiere al procedimiento de silenciamiento génico postranscripcional especifico de
secuencia mediado por ARN pequefios de interferencia (ARNSsi). Tras el descubrimiento del fenémeno en plantas en
los primeros afios 1990, Andy Fire y Craig Mello demostraron que el ARN bicatenario (ARNds) inhibia de manera
especifica y selectiva la expresién génica de manera extremadamente eficaz en Caenorhabditis elegans (Fire et al.,
1998, Potent and specific genetic interference by double stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature, 391:806).
La secuencia de la primera cadena (ARN sentido) coincidia con la de la regién correspondiente del ARN mensajero
(ARNmM) diana. La segunda cadena (ARN antisentido) era complementaria al ARNm. El ARNds resultante resulté ser
varios ordenes de magnitud mas eficaz que las correspondientes moléculas de ARN monocatenarias (en particular,
ARN antisentido).

El procedimiento de ARNi comienza cuando la enzima, DICER, encuentra ARNdSs y lo corta en trozos denominados
ARN pequefios de interferencia (ARNsi). Esta proteina pertenece a la familia de nucleasas RNasa Ill. Un complejo
de proteinas reuine estos residuos de ARN y usa su cédigo como guia para buscar y destruir cualquier ARN en la
célula con una secuencia de apareamiento, tal como ARNm diana (véase Bosher & Labouesse, 2000, RNA
interference: genetic wand and genetic watchdog. Nat Cell Biol, 2000, 2 (2):E31, y Akashi et al., 2001, Suppression
of gene expression by RNA interference in cultured plant cells. Antisense Nucleic Acid Drug Dev, 11(6):359).

En intentos de utilizar ARNi para el silenciamiento génico se reconoci6 que las células de mamifero han desarrollado
diversos mecanismos protectores contra infecciones virales que podrian dificultar el uso de este enfoque. De hecho,
la presencia de niveles extremadamente bajos de ARNds viral provoca una respuesta de interferon, dando como
resultado una supresion de la traduccion no especifica global, lo que a su vez provoca apoptosis (Williams, 1997,
Role of the double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR) in cell regulation. Biochem Soc Trans, 25(2):509;
Gil & Esteban, 2000, Induction of apoptosis by the dsRNA-dependent protein kinase (PKR): mechanism of action.
Apoptosis, 5(2): 107-14).

En 2000 se notific6 que ARNds inhibia especificamente 3 genes en el ovocito de raton y embrion temprano. La
detencion de la traduccion, y por tanto una respuesta de PKR, no se observd cuando los embriones continuaron
desarrollandose (Wianny & Zernicka-Goetz, 2000, Specific interference with gene function by double-stranded RNA
in early mouse development. Nat Cell Biol, 2(2):70). La investigacién en Ribopharma AG (Kulmbach, Alemania)
demostré que la funcionalidad de ARNi en células de mamifero, usando ARNds pequefio (20-24 pares de bases)
interrumpia genes en células humanas sin iniciar la respuesta de fase aguda. Estos resultados se confirmaron por
experimentos similares llevados a cabo por otros grupos de investigacion. (Elbashir et al., 2001, RNA interference is
mediated by 21- and 22-nucleotide RNAs. Genes Dev, 15(2): 188; Caplen et al., 2001, Specific inhibition of gene
expression by small double stranded RNAs in invertebrate and vertebrate systems. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 98:
9742). Sometido a prueba en una variedad de lineas de células de raton y humanas de céncer y normales, se
determiné que el ARN de horquilla pequefia (ARNsh) puede silenciar genes de manera tan eficaz como sus
homologos de ARNSsi (Paddison et al., 2002, Short hairpin RNAs (shRNAs) induce sequence-specific silencing in
mammalian cells. Genes Dev, 16(8):948). Recientemente, se demostré que otro grupo de ARN pequefios (21-25
pares de bases) mediaban la regulacion por disminucion de la expresidon génica. Estos ARN, ARN pequefios
regulados temporalmente (ARNSst), regulan la sincronizacion de la expresion génica durante el desarrollo en
Caenorhabditis elegans (para revision véase Banerjee & Slack, Control of developmental timing by small temporal
RNAs: a paradigm for RNA-mediated regulation of gene expression. Bioessays, 2002, 24(2): 119-29 y Grosshans &
Slack, 2002, Micro-RNAs: small is plentiful. J Cell Biol, 156(1):17).

Los cientificos han usado ARNi en varios sistema, incluyendo Caenorhabditis elegans, Drosophila, trypanosomas y
otros invertebrados. Varios grupos han presentado recientemente la supresion especifica de la biosintesis de
proteinas en diferentes lineas de células de mamifero (especificamente en células HelLa) demostrando que ARNi es
un procedimiento que puede aplicarse ampliamente para el silenciamiento génico in vitro. Basandose en estos
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resultados, ARNi se ha convertido rapidamente en una herramienta bien reconocida para validar (identificar y
asignar) la funcién génica. EI ARNi que emplea oligonucleédtidos de ARNds pequefios proporcionara un
entendimiento de la funcién de genes que estan secuenciados sélo parcialmente.

El potencial receptor transitorio de vaniloide-1 (TRPV1), también denominado receptor de vaniloide 1 (VR-1), es un
canal catiénico dependiente de ligando sensible a capsaicina, que se descubrié por primera vez en 1997 (Caterina et
al. The capsaicin receptor. a heat-activated ion channel in the pain pathway. Nature. 23 de octubre de
1997;389(6653):816-24). TRPV1 se expresa principalmente en neuronas sensoriales y sirve como detector
molecular de calor, capsaicina, protones y endovaniloides (Caterina MJ & Julius D. The vanilloid receptor: a
molecular gateway to the pain pathway. Annu Rev Neurosci., 2001;24:487-517; Montell et al. Short hairpin RNAs
(shRNAs) induce sequence-specific silencing in mammalian cells. Genes Dev., 2002, 16(8): 948-58.; Baumann TK &
Martenson ME. Extracellular protons both increase the activity and reduce the conductance of capsaicin-gated
channels. J Neurosci. 2000; 20:RC80).

Cuando TRPV1 se activa por agonistas tales como capsaicina y otros factores tales como calor, acidosis, productos
de lipoxigenasa o anandamida, el calcio entra en la célula y se inician sefiales de dolor. La activacion del canal
induce la liberacién de neuropéptidos desde terminales nerviosas sensoriales centrales y periféricas, dando como
resultado la sensacion de dolor, inflamacién neurogénica, y a veces, contraccién del misculo liso y tos. Las pruebas
recientes sugieren un papel de TRPV1 en el dolor, tos, asma e incontinencia urinaria (Jia et al., TRPV1 receptor: a
target for the treatment of pain, cough, airway disease and urinary incontinence. Drug News Perspect. Abril
2005;18(3): 165-71).

Debido al hecho de que tanto la sensibilidad como la densidad de expresién de TRPV1 se potencian durante
estados inflamatorios (Di Marzo et al., Endovanilloid signaling in pain. Curr Opin Neurobiol. Agosto 2002;12(4): 372-
9), la regulacién por disminucion de la expresion y/o actividad de TRPV1 es una estrategia terapéutica prometedora
para farmacos analgésicos novedosos. A decir verdad, la administracion intraperitoneal de bloqueadores de TRPV1
selectivos en ratones demostré atenuar la nocicepcion quimica y térmica y la hiperalgesia (Garcia-Martinez et al.,
Attenuation of thermal nociception and hyperalgesia by VR1 blockers. Proc Natl Acad Sci USA. 19 de febrero
2002;99(4):2374-9).

La funcion del canal de TRPV1 esta regulada por incremento por varios mediadores enddégenos presentes en
estados inflamatorios, que reducen el umbral para la activacion del canal. Por tanto, se ha demostrado
recientemente que el comportamiento relacionado con el dolor agudo provocado mediante la fuerza i6nica elevada
se suprime en ratones sin TRPV1 y se inhibe mediante yodoresiniferatoxina, un potente antagonista de TRPV1
(Ahern et al., Extracellular cations sensitize and gate capsaicin receptor TRPV1 modulating pain signaling. J Neu-
rosci. 25 de mayo de 2005 ;25(21):5109-16). Ademas, la prostaglandina E> (PGEy) y prostaglandina I, (PGl,) han
demostrado aumentar o sensibilizar respuestas de TRPV1 a través de sus respectivos receptores EP; o IP
(Moriyama et al., Sensitization of TRPV1 by EP1 and IP reveals peripheral nociceptive mechanism of prostaglandins.
Mol Pain. 17 de enero de 2005;1(1):3), lo que sugiere por primera vez que la sensibilizacién de la actividad de
TRPV1 a través de la activacion de EP; o IP podria ser un mecanismo importante subyacente en las acciones
nociceptivas periféricas de PGE; o PGl,. El documento WO 2004/042046 muestra que el ARNsi dirigido frente a VR1
puede usarse en el tratamiento de dolor crénico, trastornos de sensibilidad unidos al receptor VR1 e inflamacion,
tumores, incontinencia urinaria y prurito asociados a VR.

Los nociceptores polimodales son el tipo de nociceptores mas abundante hallados en la cérnea. Existen pruebas
farmacoldgicas de que estas fibras de receptor expresan el receptor TRPV1 porque responden a capsaicina, calor y
acido. Ademas, altas dosis de capsaicina inactivan la activacién de nociceptores polimodales de la cérnea frente al
calor y acido mientras que la respuesta mecanica sigue estando no afectada. Esto sugiere que los receptores
TRPV1 presentes en las terminales nerviosas polimodales de la cérnea se inactivaron selectivamente. Por tanto, es
probable que una parte importante de la respuesta nociceptiva aguda a la lesion de la cérnea y las sensaciones de
dolor sostenido que acompafian a los procesos inflamatorios e irritativos en este tejido estan mediados por la
activacion de TRPV1.

Ademas, pruebas recientes demuestran que tanto la insulina como IGF-I potencian las corrientes de membrana
mediadas por TRPV1 en sistemas de expresion heter6logos y neuronas de ganglios de la raiz dorsal cultivadas (Van
Buren et al., Sensitization and translocation of TRPV1 by insulin and IGF-1. Mol Pain. 27 de abril de 2005;1(1):17). La
potenciacion de corrientes de membrana resulta de tanto un aumento de la sensibilidad del receptor como la
traslocacion de TRPV1 desde el citosol hasta la membrana plasmatica. Se ha encontrado un aumento de IGF-1 en
el suero (Merimee et al., Insulin-like growth factors. Studies in diabetics with and without retinopathy. N. Engl. J.
Med., 1983; 309:527-530; Grant et al., Insulin-like growth factors in vitreous. Studies in control and diabetic subjects
with neovascularization. Diabetes, 1986; 35: 416-420) y el cuerpo vitreo y fluido intraocular (Grant et al., 1986;
Inokuchi et al., Vitreous levels of insulin-like growth factor-I in patients with proliferative diabetic retinopathy. Curr.
Eye Res., 2001; 23:368-371) de pacientes con retinopatia diabética. Ademas, los niveles de IGF-I vitreos estan
correlacionados con la presencia y gravedad de la neovascularizacion de la retina diabética asociada a la isquemia
(Meyer-Schwickerath et al., Vitreous levels of the insulinlike growth factors | and Il, and the insulin-like growth factor
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binding proteins 2 and 3, increase in neovascular eye disease. Studies in nondiabetic and diabetic subjects. J Clin
Invest., 1993;92(6):2620-5). Sin embargo, la fuente del aumento de IGF-1 ocular en retinopatia es controvertida y se
desconoce la contribucién relativa de cualquiera de IGF-1 enddgeno o IGF-1 sérico (Ruberte et al., Increased ocular
levels of IGF-1 in transgenic mice lead to diabetes-like eye disease. J Clin Invest. Abril de 2004;113 (8):1149-57). La
modulacion de los niveles de TRPV1 podria ayudar en el control de la retinopatia diabética mediada por IGF-I.

Aungue descrito originariamente en neuronas sensoriales, se ha detectado ahora TRPV1 en varias poblaciones de
células de piel humanas y compartimentos epiteliales del foliculo piloso (HF) humano, principalmente la vaina
radicular externa (ORS) y matriz capilar (Bodo et al., A hot new twist to hair biology: involvement of vanilloid receptor-
1 (VR1/TRPV1) signaling in human hair growth control. Am J Pathol. Abril de 2005;166(4):985-98). La estimulacion
de TRPV1 en cultivo de 6rganos y queratinocitos de ORS humanos cultivados inhibe la proliferacién, induce la
apoptosis, eleva la concentracion de calcio intracelular, regula por incremento inhibidores del crecimiento capilar
enddgenos conocidos y regula por disminucion promotores del crecimiento capilar conocidos, confirmando de ese
modo el TRPV1 como participante novedoso significativo en el control del crecimiento capilar humano (Bodo et al.,
2005).

Las pruebas mencionadas anteriormente apuntan a la inhibicion de TRPV1 como tratamiento eficaz para estados
oculares que median con un exceso de expresién y/o actividad de TRPV1, tales como molestia y sensibilidad
alterada de la cornea tras cirugia refractiva, uso de lentes de contacto y ojos secos. La relacién funcional entre
TRPV1 y IGF-I destaca la importancia de la regulaciéon por disminucion de TRPV1 para el tratamiento de retinopatia
diabética mediada por altos niveles de IGF-I. El papel desempefiado por TRPV1 en el crecimiento del foliculo piloso
humano y queratinocitos selecciona como diana a TRPV1 como buen candidato que va a inhibirse para el
tratamiento de estados andmalos de la piel y el foliculo piloso tales como alopecia.

Sumario de la invencién

En la presente invencion se describe el uso de ANSsi dirigido frente a TRPV1 en la preparaciéon de un farmaco de
acuerdo con la reivindicacion 1. El uso se basa en la regulacién por disminucion de la expresion de una o mas
formas de corte y empalme del gen TRPVL1. La inhibiciéon (regulacion por disminucién) puede realizarse mediante el
uso de restos de acido nucleico bicatenario, denominados ANsi 0 AN pequefio de interferencia que se dirigen en la
interferencia con la expresion de ARNm de o bien una o bien mas formas de corte y empalme del gen TRPVL1. Los
ANsi son preferiblemente ARNSsi, aunque también se incluyen acidos nucleicos modificados o entidades similares
guimicamente sintetizadas dentro del alcance de la invencién.

El receptor TRPV1, como otros canales y proteinas de membrana, se produce dentro de la célula y se transporta
hacia la periferia mediante el transporte axénico centrifugo. No obstante, existe la posibilidad de que TRPV1 también
se sintetice en las terminales nerviosas sensoriales, insertdndose localmente en la membrana de la parte
transductora de las terminales. Por tanto, sin querer unirse a ninguna teoria, se sugiere que el bloqueo de la sintesis
local de TRPV1 a través de la administracion topica de ANsi dirigido a silenciar especificamente el gen encargado de
la expresion de TRPV1 podria conducir a una inactivacion parcial o completa de fibras nociceptoras polimodales de
la cérnea frente a estimulos quimicos mediante estimulos exégenos o enddgenos y a una reduccién o eliminacién de
su actividad impulsiva asociada a lesion e inflamacion.

En un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de ANsi en la preparacion de un farmaco para su
uso en un procedimiento de tratamiento de un estado andémalo ocular y/o de foliculo piloso caracterizado por un
aumento de la expresion y/o actividad de TRPV1 de acuerdo con la reivindicacion 1.

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere a un compuesto de ANsi que selecciona como diana a
TRVP1 que comprende una secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucle6tidos de SEC ID N°:
65.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto de
ANsi que selecciona como diana a TRPV1 que comprende una secuencia de nucle6tidos complementaria a la
secuencia de nucledtidos de SEC ID N°: 65.

El estado de acuerdo con la invencion es un estado ocular anémalo, tales como sensibilidad alterada de la cérnea
tras cirugia refractiva, uso de lentes de contacto, 0jos secos, retinopatia diabética y otras patologias oculares.

Descripcion de los dibujos

La figura 1 presenta numeros de registro de GenBank que corresponden a los cuatro transcritos de TRPV1
producidos mediante corte y empalme alternativo.

La figura 2 muestra fragmentos de ADN pequefios de la secuencia génica diana elegidos como secuencias
diana preferidas del ANsi de la invencidn.

La figura 3 muestra moléculas de ANsi preferidas de la invencién.

La figura 4. Efecto de la aplicacién tépica de una gota de 10 pl de disolucion de capsaicina 0,1 mM en el ojo
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derecho y de 10 pl de solucion salina isoténica estéril en el ojo izquierdo de cobayas. Se analizaron
movimientos de rascado y lavado (A), lagrimeo (B) e hiperemia conjuntival (C).

La figura 5. Efecto atenuante de ON3 sobre la respuesta de comportamiento a capsaicina topica 0,1 mM.
Se analizaron movimientos de rascado y lavado (A), lagrimeo (B) e hiperemia conjuntival (C).

La figura 6. Reduccién promedio del nimero de movimientos de rascado/lavado en todos los animales
estudiados, presentados en valores absolutos (grafica superior) y como porcentaje de la reduccién en el
lado tratado a partir del lado control, en los diversos dias tras el tratamiento.

La figura 7. Configuracion de camara de registro.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la invencion se refiere al uso de ANsi en la preparacion de un farmaco para su uso en un
procedimiento de tratamiento de un estado andémalo ocular caracterizado por un aumento de la expresion y/o
actividad de TRPV1 de acuerdo con la reivindicacion 1. El uso puede comprender inhibir la expresion de TRPV1 en
un paciente. El término inhibicién se usa para indicar una reduccién o regulaciéon por disminucion de la expresion o
actividad. Preferiblemente, el estado ocular se selecciona del grupo que comprende molestia y sensibilidad alterada
de la cornea tras cirugia refractiva, uso de lentes de contacto, ojos secos, retinopatia diabética y otras patologias
oculares.

Un gen se “selecciona como diana” por un ANsi de acuerdo con la presente invenciéon cuando, por ejemplo, la
molécula de ANsi reduce o inhibe selectivamente la expresién del gen. La frase “reduce o inhibe selectivamente” tal
como se usa en el presente documento engloba ANsi que efectian la expresion de un gen. Como alternativa, un
ANsi selecciona como diana a un gen cuando el ANsi hibrida en condiciones rigurosas con el transcrito génico.

En una realizacién, ANsi de acuerdo con la invenciéon es ARNSsi.

Se han identificado cuatro variantes de transcrito que corresponden a TRPV1. En la figura 1 se presentan nameros
de registro de GenBank que corresponden a los cuatro transcritos de TRPV1 producidos mediante corte y empalme
alternativo. Preferiblemente, el ANsi selecciona como diana a una forma de corte y empalme de TRPV1
seleccionada del grupo que tiene nimeros de accespo de GenBank NM_080704, NM_ 018727, NM_080706,
NM_080705.

En la figura 2 se muestran secuencias de oligonucleétidos seleccionadas frente a las que se dirige ARNi de acuerdo
con el primer aspecto de la invencién. Las secuencias presentadas son las secuencias de ADN seleccionadas como
diana por el ANsi. Por tanto, la invencion hace uso de duplex de AN con secuencias complementarias a las
secuencias de ADN indicadas. Por tanto, de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, el ANsi selecciona como
diana a una secuencia seleccionada de SEC ID N° 1 a SEC ID N° 81 o a una secuencia que comprende una
secuencia seleccionada de SEC ID N° 1 a SEC ID N° 81. Asi, el ANsi es complementario a una secuencia
seleccionada de SEC ID N° 1 a SEC ID N° 81 o a una secuencia que comprende una secuencia seleccionada de
SEC ID N°1 a SEC ID N° 81.

Segun la invencion, puede usarse una pluralidad de especies de ANsi. En una realizacion, la pluralidad de especies
de ANsi puede seleccionar como diana a la misma especie de ARNm, en otra realizacion, puede seleccionar como
diana a diferentes especies.

Las secuencias presentadas en la figura 2 no son limitativas. Segun la invencién, el ADN diana no necesita estar
precedido necesariamente por AA o CA. Ademas, el ADN diana podria estar constituido por secuencias incluidas en
la figura 2 flanqueadas por cualquier secuencia contigua.

También describen los inventores un compuesto de ANsi que selecciona como diana a TRVP1 que comprende una
secuencia de nucledtidos complementaria a una secuencia de nucledtidos seleccionada de SEC ID N° 1 a 44 o SEC
ID N° 46 a 81 tal como se muestra en la figura 2. En una realizacion, la SEC preferida es SEC ID N° 65.

También describen los inventores un compuesto de ANsi que selecciona como diana a TRVP1 que comprende una
secuencia de nucledtidos complementaria a una secuencia de nucledtidos seleccionada de SEC ID N° 1 a 44 o SEC
ID N° 46 a 81 para su uso en el tratamiento de una enfermedad caracterizada por un aumento de la expresion y/o
actividad de TRPV1, comprendiendo el ANsi una secuencia de nucledtidos complementaria a una secuencia de
nucleétidos seleccionada de SEC ID N° 1 a 44 o SEC ID N° 46 a 81.

También describen los inventores una composicion farmacéutica que comprende una secuencia de nucleétidos
complementaria a una secuencia de nucleoétidos seleccionada de SEC ID N° 1 a 44 o SEC ID N° 46 a 81.

Por ejemplo, las moléculas de ANsi comprenden secuencias de nucleétidos seleccionadas del grupo de SEC ID N°
82 a 162. Por ejemplo, las moléculas de ANsi comprenden secuencias de nucledtidos seleccionadas del grupo de
SEC ID N° 82 a 122 0 123 a 162.
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Por ejemplo, las moléculas de ANsi comprenden nucleétidos de proyeccion.

También describen los inventores un procedimiento para inhibir la expresion y/o actividad de TRPV1 ex vivo en
células o tejido que comprende tratar dichas células o tejido con el compuesto que comprende una secuencia de
nucleétidos complementaria a una secuencia de nucleoétidos seleccionada de SEC ID N° 1 a 44 o SEC ID N° 46 a 81
de modo que se inhibe la expresién de TRVP1.

También describen los inventores un procedimiento de tratamiento de una enfermedad caracterizada por un
aumento de la expresién y/o actividad de TRPV1, que comprende administrar ANsi para inhibir la expresién del gen
TRPV1 en un paciente, en el que el estado patoldgico se selecciona del grupo que comprende un estado ocular
anomalo, tal como sensibilidad alterada de la cérnea tras cirugia refractiva, uso de lentes de contacto, ojos secos,
retinopatia diabética y otras patologias oculares, asi como también un estado anémalo del foliculo piloso tal como
alopecia.

Los términos “tratar” o “tratamiento” tal como se usan en el presente documento describen la gestién y el cuidado de
un paciente para los fines de combatir la enfermedad e incluye la administracion del principio activo a individuos
sintomaticos, por ejemplo para prevenir la aparicion de los sintomas o complicaciones, es decir profilaxis.

- Disefio de ANsi.

Se elige un fragmento pequefio de la secuencia génica diana (por ejemplo, 19-40 nucleétidos de longitud) como
secuencia diana del ANsi de la invencion. En una realizacion, el ANsi es un ARNSsi. En tales realizaciones, el
fragmento pequefio de la secuencia génica diana es un fragmento del ARNm del gen diana. En realizaciones
preferidas, los criterios para elegir un fragmento de secuencia del ARNm del gen diana que va a ser una molécula de
ARNsi candidata incluyen 1) una secuencia del ARNm del gen diana que es al menos de 50-100 nucleétidos desde
el extremo en 5’ 0 3' de la molécula de ARNm nativa, 2) una secuencia del ARNm del gen diana que tiene un
contenido en G/C de entre el 30% y el 70%, lo mas preferiblemente aproximadamente el 50%, 3) una secuencia del
ARNm del gen diana que no contiene secuencias repetitivas (por ejemplo, AAA, CCC, GGG, TTT, AAAA, CCCC,
GGGG, TTTT), 4) una secuencia del ARNm del gen diana que es accesible en el ARNm y 5) una secuencia del
ARNm del gen diana que es Unica para el gen diana. El fragmento de secuencia del ARNm del gen diana puede
cumplir uno o mas de los criterios identificados anteriormente. En realizaciones en las que un fragmento del ARNm
del gen diana cumple sin llegar a la totalidad de los criterios identificados anteriormente, la secuencia nativa puede
alterarse de manera que el ARNSsi esta de acuerdo con més de los criterios de lo que lo hace el fragmento del ARNm
del gen diana. En realizaciones preferidas, el ARNsi tiene un contenido en G/C inferior al 60% y/o carece de
secuencia repetitiva.

En la practica, el gen seleccionado se introduce como secuencia de nucleétidos en un programa de prediccion que
tiene en cuenta todas las variables descritas anteriormente para el disefio de oligonuclettidos 6ptimos. Este
programa examina cualquier secuencia de nucledtidos de ARNm para determinar regiones susceptibles de ser
seleccionadas como diana por el ARNsi. El resultado de este andlisis es una puntuacion de posibles oligonucleétidos
de ARNSsiI. Las puntuaciones mas altas se usan para disefiar oligonucleétidos de ARN bicatenario (normalmente 21
pb de longitud, aunque otras longitudes también son posibles) que se preparan normalmente mediante sintesis
quimica.

Ademas del ANsi que es complementario a la region diana de ARNm, pueden usarse secuencias degeneradas de
ANsi de acuerdo con la invencidn para seleccionar como diana a regiones homologas. El documento
WQ02005/045037 describe el disefio de moléculas de ANsi para seleccionar como diana a tales secuencias
homologas, por ejemplo mediante la incorporacion de pares de base no canénicas, por ejemplo apareamientos
erréneos y/o pares de base del titubeo, que pueden proporcionar secuencias diana adicionales. En ejemplos en los
gue se identifican apareamientos errobneos pueden usarse pares de base no candénicas (por ejemplo, apareamientos
erroneos y/o bases del titubeo) para generar moléculas de ANsi que seleccionan como diana a mas de una
secuencia génica. En un ejemplo no limitativo se usan pares de base, no candnicas, tales como pares de base UU y
CC para generar moléculas de ANsi que pueden seleccionar como diana a secuencias para diferenciar dianas que
comparten homologia de secuencia.

En realizaciones preferidas, las moléculas de ANsi usadas de acuerdo con la invencion seleccionan como diana a
una secuencia seleccionada de SEC ID N°: 1-81 (figura 2).

Las moléculas de ANsi preferidas usadas de acuerdo con la invencidn son bicatenarias. En una realizacion, las
moléculas de ANSsi bicatenarias comprenden extremos romos. En otra realizacion, las moléculas de ANSsi
bicatenarias comprenden nucleétidos de proyeccién (por ejemplo, proyecciones de 1-5 nucleoétidos, preferiblemente
proyecciones de 2 nucleétidos). En una realizacion especifica, los nucleétidos de proyeccién son proyecciones en 3'.
En otra realizacion especifica, los nucleétidos de proyeccion son proyecciones en 5. Cualquier tipo de nucleétidos
puede ser una parte de la proyeccion. En una realizacién, el nucledtido o los nucleétidos de proyeccion son acidos
ribonucleicos. En otra realizacion, el nucleétido o los nucleétidos de proyeccién son acidos desoxirribonucleicos. En
una realizacion preferida, el nucleétido o los nucleétidos de proyeccion son nucleétidos de timidina. En otra
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realizacién, el nucleétido o los nucle6tidos de proyeccién son nucleétidos modificados o no clasicos. El nucle6tido o
los nucleétidos de proyecciéon pueden tener enlaces internucleotidicos no clasicos (por ejemplo, distinto del enlace
fosfodiéster).

En realizaciones preferidas, las moléculas de ANsi usadas de acuerdo con la invencion comprenden secuencias de
nucledtidos seleccionadas de SEC ID N°: 82-162 (figura 3). En otra realizacion preferida, las composiciones de
ARNdSs de la invencion son cualquiera de SEC ID N°°: 82-162. La invencion también engloba el uso de ANsi que son
de 40 nucleétidos 0 menos y comprenden una secuencia de nucleétidos de cualquiera de SEC ID N°: 82-162 asi
como también composiciones de ARNds que son de 40 nucleétidos o menos y comprenden una secuencia de
nucleétidos de cualquiera de SEC ID N°: 82-162 hibridada con su complemento. En una realizacion, el ANsi es de
21-30 nucledtidos y comprende una cualquiera de SEC ID N°: 82-162.

- Sintesis de ANSsi.

Pueden sintetizarse ANsi para su uso de acuerdo con la invencién mediante cualquier procedimiento conocido en la
técnica. Preferiblemente se sintetizan quimicamente ARN usando fosforamiditas de ribonucledsido protestadas
apropiadamente y un sintetizador de ADN/ARN convencional. Adicionalmente, pueden obtenerse ARNsi a partir de
proveedores de sintesis de oligos de ARN comerciales, incluyendo, pero sin limitarse a, Proligo (Hamburg,
Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, CO, EE.UU.), Glen Research (Sterling, VA, EE.UU.), ChemGenes
(Ashland, MA, EE.UU.), y Cruachem (Glasgow, RU), Qiagen (Alemania), Ambion (EE.UU.) y Invitrogen (Escocia).
Como alternativa, pueden expresarse moléculas de ANsi de la invencion en células mediante la transfeccion de las
células con vectores que contienen la secuencia de ANsi de complemento inversa bajo el control de un promotor.
Una vez expresado, el ANsi puede aislarse de la célula usando técnicas bien conocidas en la técnica.

En realizaciones en las que el ARNsi es un ARNds, una etapa de apareamiento es necesaria si se obtienen
moléculas de ARN monocatenarias. En resumen, se combinan 30 pl de cada disolucién 50 uM de oligo de ARN en
acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH 7,4, acetato de magnesio 2 mM. Entonces se incuba la
disolucién durante 1 minuto a 90°C, se centrifuga durante 15 segundos y se incuba durante 1 hora a 37°C.

En realizaciones en las que el ARNsi es un ARN de horquilla pequefia (ARNsh); las dos cadenas de la molécula de
ARNSsi pueden estar conectadas mediante una regién de ligador (por ejemplo, un ligador nucleotidico o un ligador no
nucleotidico).

- Modificacién quimica de ANsi.

Los ANsi usados de acuerdo con la invencion pueden contener uno o mas nucleétidos modificados y/o enlaces no
fosfodiéster. Las modificaciones quimicas bien conocidas en la técnica pueden aumentar la estabilidad,
disponibilidad y/o captacién celular del ANsi. El experto serad consciente de otros tipos de modificacion quimica que
pueden incorporarse en moléculas de ARN (véase las publicaciones internacionales WOQ03/070744 vy
WQ02005/045037 para una revision de tipos de modificaciones). En una realizacién, pueden usarse modificaciones
para proporcionar resistencia mejorada a la degradacion o captacion mejorada. Ejemplos de tales modificaciones
incluyen enlaces internucleotidicos de fosforotioato, 2'-O-metilrribonucleétidos (especialmente en la cadena sentido
de un ARNSsi bicatenario), 2’-desoxi-fluororribonucleétidos, 2'-desoxirribonucleétidos, nucleétidos de “base universal”,
5-C-metilnucledtidos, incorporacion desoxiabasica invertida (véase en general, el documento GB2406568).

En otra realizacion, pueden usarse modificaciones para potenciar la estabilidad del ARNsi o para aumentar la
eficacia de seleccion como diana. Las modificaciones incluyen entrecruzamiento quimico entre las dos cadenas
complementarias de un ARNsi, modificacion quimica de un extremo terminal en 3’ 0 en 5’ de una cadena de un
ARNSsi, modificaciones de azulcares, modificaciones de nucleobases y/o modificaciones de la estructura principal,
ribonucleétidos 2'-fluoro-modificados y 2’-desoxirribonucleétidos (véase en general, la publicacion internacional
W02004/029212).

En otra realizacion, pueden usarse modificaciones para aumentar o reducir la afinidad por los nuclettidos
complementarios en el ARNm diana y/o en la cadena de ANsi complementaria (véase en general, la publicacion
internacional WO2005/044976). Por ejemplo, un nucledtido de pirimidina no modificada puede sustituirse por una 2-
tio, 5-alquinil, 5-metil o 5-propinilpirimidina. Adicionalmente, una purina no modificada puede sustituirse por una 7-
desaza, 7-alquil o 7-alquenilpurina.

En otra realizaciéon, cuando el ANsi es un ARNSsi bicatenario, los nucleétidos de proyeccién de nucleétido en el
extremo terminal en 3’ se sustituyen por desoxirribonucledtidos (véase en general, Elbashir et al., 2001, Genes Dev,
15:188).

- Formulaciones y vias de administracion.

Las moléculas de ANsi usadas de acuerdo con la invencién y las formulaciones o composiciones de las mismas se
administran por via topica (por ejemplo, localmente) al ojo, y la administracién es ocular, por ejemplo por medio de
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gotas oculares.

Por ejemplo, una molécula de ANsi puede comprender un vehiculo de administracion, incluyendo liposomas, para la
administracion a un sujeto. Pueden estar presentes vehiculos y diluyentes y sus sales en formulaciones
farmacéuticamente aceptables. Pueden administrarse moléculas de acido nucleico a células mediante una variedad
de procedimientos conocidos para el experto en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, encapsulacion en
liposomas, mediante iontoforesis, o mediante incorporacion en otros vehiculos, tales como polimeros
biodegradables, hidrogeles, ciclodextrinas, poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA) y microesferas de PLCA,
nanocapsulas biodegradables y microesferas bioadhesivas, o0 mediante vectores proteinaceos. En otra realizacion,
las moléculas de acido nucleico de la invencion también pueden formularse o formar complejos con polietilenimina y
derivados de la misma, tales como derivados de polietileniminopolietilenglicol-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-GAL)
o polietilenimino-polietilenglicol-tri-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-triGAL).

Una molécula de ANsi usada de acuerdo con la invencion puede formar complejos con agentes disruptivos de
membrana y/o un lipido catiénico o una molécula lipidica auxiliar.

Los sistemas de administracion descritos en el presente documento incluyen, por ejemplo, geles acuosos y no
acuosos, cremas, emulsiones multiples, microemulsiones, liposomas, pomadas, disoluciones acuosas y no acuosas,
lociones, aerosoles, bases de hidrocarburos y polvos, y pueden contener excipientes tales como solubilizadores,
potenciadores de la permeacién (por ejemplo, &cidos grasos, ésteres de &cidos grasos, alcoholes grasos y
aminoacidos) y polimeros hidrdfilos (por ejemplo, policarbéfilo y polivinilpirrolidona). En una realizacion, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable es un liposoma o un potenciador transdérmico.

Una formulacién farmacéutica tal como se describe en el presente documento esti en una forma adecuada para la
administracion, por ejemplo, administracion sistémica o local, en una célula o un sujeto, incluyendo por ejemplo un
ser humano. Las formas adecuadas dependen en parte del uso o la via de introduccion. Otros factores se conocen
en la técnica, e incluyen consideraciones tales como toxicidad y formas que evitan que la composicién o formulacién
ejerzan su efecto.

También describen los inventores composiciones preparadas para el almacenamiento o la administracion que
incluyen una cantidad farmacéuticamente eficaz de los compuestos deseados en un diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Se conocen bien en la técnica farmacéutica diluyentes o vehiculos aceptables para su
uso terapéutico. Por ejemplo, pueden proporcionarse conservantes, estabilizadores, colorantes y agentes
aromatizantes. Estos incluyen benzoato de sodio, acido sérbico y ésteres del acido p-hidroxibenzoico. Ademas
pueden usarse antioxidantes y agentes de suspension.

Una dosis farmacéuticamente eficaz es aquella dosis requerida para prevenir, inhibir la aparicion, o tratar (aliviar un
sintoma hasta cierto grado, preferiblemente todos los sintomas) de un estado patolégico. La dosis
farmacéuticamente eficaz depende del tipo de enfermedad, la composicién usada, la via de administracion, el tipo de
mamifero que esta tratdndose, las caracteristicas fisicas del mamifero especifico en consideracion, la medicacion
concurrente y otros factores que los expertos en la técnica médica reconoceran.

En general, se administra una cantidad entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal/dia de principios activos.

Las formulaciones tal como se describen en el presente documento pueden administrarse en formulaciones de
dosificacién unitaria que contienen vehiculos, adyuvantes y/o portadores farmacéuticamente aceptables no tdxicos
convencionales. También se describen en el presente documento formulaciones que pueden estar en una forma
adecuada para su uso oral, por ejemplo, como comprimidos, trociscos, pastillas para chupar, suspensiones acuosas
u oleosas, granulos o polvos dispersables, emulsion, cdpsulas duras o blandas, o jarabes o elixires. Pueden
prepararse composiciones pretendidas para su uso oral de acuerdo con cualquier procedimiento conocido en la
técnica para la fabricacion de composiciones farmacéuticas y tales composiciones pueden contener uno o mas de
tales agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes o agentes conservantes con el fin de
proporcionar preparaciones farmacéuticamente atractivas y apetecibles. Los comprimidos contienen el principio
activo en mezcla con excipientes farmacéuticamente aceptables no téxicos que son adecuados para la fabricacién
de comprimidos.

Estos excipientes pueden ser, por ejemplo, diluyentes inertes; tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio,
lactosa, fosfato de calcio o fosfato de sodio; agentes de granulacion y disgregantes, por ejemplo, almidén de maiz o
acido alginico; agentes aglutinantes, por ejemplo almidén, gelatina o goma ardbiga; y agentes lubricantes, por
ejemplo estearato de magnesio, acido estearico o talco. Los comprimidos pueden estar no recubiertos o pueden
estar recubiertos mediante técnicas conocidas. En algunos casos tales recubrimientos pueden prepararse mediante
técnicas conocidas para retrasar la disgregacion y absorcion en el tracto gastrointestinal y proporcionar de ese modo
una accion sostenida durante un periodo mas largo. Por ejemplo, puede emplearse un material de retardo de tiempo
tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.

También pueden presentarse formulaciones para su uso oral como capsulas de gelatina dura en las que el principio
8
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activo estd mezclado con un diluyente sdlido inerte, por ejemplo, carbonato de calcio, fosfato de calcio o caolin, o
como capsulas de gelatina blanda en las que el principio activo estd mezclado con agua o un medio oleoso, por
ejemplo aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

Las suspensiones acuosas contienen los materiales activos en una mezcla con excipientes adecuados para la
fabricacion de suspensiones acuosas. Tales excipientes son agentes de suspension, por ejemplo
carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidropropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma
tragacanto y goma arabiga; agentes dispersantes o humectantes pueden ser un fosfatido que se produce de manera
natural, por ejemplo, lecitina, o productos de condensacién de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por ejemplo
estearato de polioxietileno, o productos de condensacién de 6xido de etileno con alcoholes alifaticos de cadena
larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales
derivados de &cidos grasos y un hexitol tal como monooleato de polioxietilensorbitol, o productos de condensacion
de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de &cidos grasos y anhidridos de hexitol, por ejemplo
monooleato de polietilensorbitano. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas conservantes,
por ejemplo p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o0 méas agentes colorantes, uno 0 mas agentes aromatizantes
y uno o mas agentes edulcorantes, tales como sacarosa o sacarina.

Pueden formularse suspensiones oleosas mediante la suspensién de los principios activos en un aceite vegetal, por
ejemplo aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o0 aceite de cono, 0 en un aceite mineral tal como
parafina liquida. Las suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, por ejemplo cera de abeja,
parafina dura o alcohol cetilico. Pueden afiadirse agentes edulcorantes y agentes aromatizantes para proporcionar
preparaciones orales apetecibles.

Estas composiciones pueden conservarse mediante la adicion de un antioxidante tal como &cido ascorbico.

Los granulos y polvos dispersables adecuados para la preparaciéon de una suspensién acuosa mediante la adicion
de agua proporcionan el principio activo en mezcla con un agente dispersante o humectante, agente de suspension
y uno 0 mas conservantes. Se dan como ejemplo agentes dispersantes o humectantes adecuados mediante los ya
mencionados anteriormente. También pueden estar presentes excipientes adicionales, por ejemplo agentes
edulcorantes, aromatizantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento también pueden estar en forma de
emulsiones aceite en agua. La fase oleosa puede ser un aceite vegetal o un aceite mineral o mezclas de los
mismos. Los agentes de emulsion adecuados pueden ser gomas que se producen de manera natural, por ejemplo
goma arabiga o goma tragacanto, fosfatidos que se producen de manera natural, por ejemplo lecitina de soja, y
ésteres o ésteres parciales derivados de acidos grasos y hexitol, anhidridos, por ejemplo monooleato de sorbitano, y
productos de condensacion de dichos ésteres parciales con Oxido de etileno, por ejemplo monooleato de
polioxietilensorbitano. Las emulsiones también pueden contener agentes edulcorantes y aromatizantes.

Pueden formularse jarabes y elixires con agentes edulcorantes, por ejemplo glicerol, propilenglicol, sorbitol, glucosa
0 sacarosa. Tales formulaciones también pueden contener un emoliente, un conservante y agentes aromatizantes y
colorantes. Las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de una suspension oleaginosa o0 acuosa
inyectable estéril.

Esta suspension puede formularse de acuerdo con la técnica conocida usando aquellos agentes dispersantes o
humectantes adecuados y agentes de suspension que se han mencionado anteriormente.

Una preparacion inyectable estéril también puede ser una suspension o disolucién inyectable estéril en un disolvente
o diluyente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo como una disolucion en 1,3-butanodiol. Entre los
disolventes y vehiculos aceptables que pueden empelarse estan agua, solucion de Ringer y disolucion de cloruro de
sodio isotonica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijados, estériles como disolvente o medio de
suspension. Para este fin puede emplearse cualquier aceite fijado suave incluyendo mono o diglicéridos sintéticos.
Ademas se usan acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion de inyectables.

Las moléculas de &cido nucleico descritas en el presente documento también pueden administrarse en forma de
supositorios, por ejemplo, para la administracion rectal del farmaco. Estas composiciones pueden prepararse
mezclando el farmaco con un excipiente no irritante adecuado que es sdlido a temperaturas ordinarias pero liquido a
la temperatura rectal y por tanto fundird en el recto para liberar el farmaco. Tales materiales incluyen manteca de
cacao Yy polietilenglicoles.

Las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento pueden administrarse parenteralmente en un
medio estéril. El farmaco, dependiendo del vehiculo y de la concentracién usados, puede o bien suspenderse o bien
disolverse en el vehiculo. Ventajosamente, pueden disolverse en el vehiculo adyuvantes tales como anestésicos
locales, conservantes y agentes de tamponamiento.

Se entiende que el nivel de dosis especifico para cualquier sujeto particular depende de una variedad de factores
9
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incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo, la
dieta, el tiempo de administracion, la via de administracion y la tasa de excrecion, la combinacién de farmacos y la
gravedad de la enfermedad particular que va a someterse a terapia.

Para la administracién a animales no humanos, la composicién también puede afiadirse al agua para beber o a la
comida del animal. Puede ser conveniente formular las composiciones de agua para beber y comida del animal de
modo que el animal toma en una cantidad terapéuticamente apropiada de la composiciéon junto con su dieta.
También puede ser conveniente presentar la composicidn como una mezcla previa para afiadirla al agua para beber
o la comida.

Las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento también pueden administrarse a un sujeto en
combinacién con otros compuestos terapéuticos para aumentar el efecto terapéutico global. El uso de compuestos
multiples para tratar una indicacion puede aumentar los efectos beneficiosos mientras que se reduce la presencia de
efectos secundarios.

Como alternativa, ciertas moléculas de ANsi descritas en el presente documento pueden expresarse dentro de
células a partir de promotores eucariotas. Pueden administrarse vectores recombinantes que pueden expresar las
moléculas de ANSsi y persistir en las células diana. Como alternativa, pueden usarse vectores que proporcionan
expresion transitoria de moléculas de acido nucleico. Tales vectores pueden administrarse repetidamente en caso
necesario. Una vez expresada, la molécula de ANsi interacciona con el ARNm diana y genera una respuesta de
ARNiI. La administraciéon de vectores que expresan moléculas de ANsi puede ser sistémica, tal como administracion
intravenosa o intramuscular, mediante la administracion a células diana retiradas de un sujeto seguido de la
reintroduccioén en el sujeto, o mediante cualquier otro medio que permitiria la introduccion en la célula diana
deseada.

Procedimiento experimental
Sintesis de ANSsi

Una etapa de apareamiento es necesaria cuando se trabaja con moléculas de ARN monocatenarias. Es critico que
todos las etapas de manipulacion se realicen en condiciones libre de Rnasa, estériles. Para aparear los ARN, deben
cuantificarse primero los oligos mediante absorcion de UV a 260 nanémetros (nm). El siguiente protocolo basado en
Elbashir et al. (2001) se usa entonces para aparear:

e tomar alicuotas por separado y diluir cada oligo de ARN hasta una concentracion de 50 pM.

e« Combinar 30 pl de cada disolucién de oligo de ARN y 15 pl de 5X tampon de apareamiento. La
concentracion de tampon final es: acetato de potasio 100 mM, HEPES-KOH 30 mM pH 7,4, acetato de
magnesio 2 mM. El volumen final es de 75 pl.

e Incubar la disolucién durante 1 minuto at 90°C, centrifugar el tubo durante 15 segundos, dejar reposar
durante 1 hora a 37°C, entonces usar a temperatura ambiente. La disolucidon puede almacenarse congelada
a -20°C y se congela-descongela hasta 5 veces. La concentracion final de diplex de ARNsi es normalmente
de 20 pM.

Como alternativa, pueden adquirirse a partir de los proveedores ARNds ya apareados.

También pueden usarse acidos nucleicos quimicamente modificados. Por ejemplo, un resumen de los tipos de
modificacién que pueden usarse se proporciona en el documento WO03/070744, el contenido del cual se incorpora
en el presente documento por referencia. Se presta atencion particular a las paginas 11 a 21 de esta publicacion.
Otras posibles modificaciones son tal como se describieron anteriormente. El experto sera consciente de otros tipos
de modificacion quimica que pueden incorporarse en las moléculas de ARN.

Sistema “ in vitro”

Se ha detectado la expresion de TRPV1 en fibras de nervios sensoriales cutaneas, mastocitos, queratinocitos
epidérmicos, vasos sanguineos dérmicos, la vaina radicular interna y el infundibulo de foliculos pilosos, sebocitos
diferenciados, conductos de glandulas sudoriparas y la parte secretora de las glandulas sudoriparas ecrinas
mediante ensayos de inmunorreactividad (Stander et al., 2004). Tras la reaccién en cadena de la polimerasa
mediante transcriptasa inversa y analisis de inmunotransferencia tipo Western, se ha detectado TRPV1 en
mastocitos y queratinocitos de piel humana (Stander et al., 2004). Recientemente, las células dendriticas también
han demostrado que expresan TRPV1 (Basu & Srivastava, 2005) y se han desarrollado modelos de células
neuronales con células que expresan TRPV1 (Lilja & Forsby, 2004).

Se usan cultivos celulares que expresan el gen diana TRPV1 para unas pruebas preliminares de la especificidad de
interferencia de ARNSsi. Las células se incuban con los correspondientes duplex de ARNsi y se lleva a cabo el
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analisis de la regulacion por disminucion de la expresién del gen diana. Para asociar el silenciamiento de ARNsi a
fenotipos especificos en células cultivadas, es necesario demostrar la reduccion de la proteina seleccionada como
diana o al menos demostrar la reduccién del ARNm seleccionado como diana.

Pueden cuantificarse niveles de ARNm del gen diana mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR).
Ademas, pueden determinarse los niveles de proteina en una variedad de modos bien conocidos en la técnica, tales
como andlisis de inmunotransferencia tipo Western con anticuerpos especificos frente a la diana, que permiten
monitorizar directamente la reduccion de la proteina seleccionada como diana.

Transfeccion de duplex de ARNSsi en cultivos celulares

Varios ejemplos de técnicas bien conocidas en la técnica son los siguientes: puede realizarse una Unica transfeccion
de duplex de ARNSsi usando un lipido catiénico, tal como reactivo de transfeccion RNAiFect (Qiagen) y reactivo
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y un ensayo para el silenciamiento 24, 48 y 72 horas tras la transfeccién.

Puede realizarse un protocolo de transfeccion tipica tal como sigue: para un pocillo de una placa de 6 pocillos, se
transfecta usando 100 nM como concentracién final de ARNSsi. Siguiendo el protocolo de RNAIiFect, se siembra en
placa el dia antes de la transfeccion, 2-4 x 10° células por pocillo en 3 ml de un medio de crecimiento apropiado, que
contenia DMEM, suero al 10%, antibiéticos y glutamina, y se incuban las células en condiciones de crecimiento
normales (37°C y el 5% de CO,). En el dia de la transfeccion, las células han de estar en el 30-50% de confluencia.
Se diluyen 15 ul de diplex de ARNsi 20 uM (correspondiente a la concentracion final 100 nM) en 85 ul de tampén
EC-R, para proporcionar un volumen final de 100 ul, y se mezcla mediante agitacion con vortex. Para la formacion
de complejos se afiaden 19 ul de reactivo de transfeccién RNAiFect hasta obtener el ARNsi diluido y se mezclan
pipeteando o agitando con vértex. Tras la incubacién de las muestras durante 10-15 minutos a temperatura
ambiente para permitir la formacién de complejos de transfeccién, se afiaden los complejos gota a gota en las
células con 2,9 ml de medio de crecimiento nuevo con bajo contenido en antibiéticos. Tras agitar las placas para
asegurar la distribuciéon uniforme de los complejos de transfeccidn, se incuban las células en condiciones de
crecimiento normales. Al dia siguiente, se retiran los complejos y se afiade medio de crecimiento completo y nuevo.
Para monitorizar el silenciamiento génico, se recogen las células a las 24, 48 y 72 horas tras la transfeccion. El
protocolo del reactivo Lipofectamine 2000 es bastante similar. El dia antes de la transfeccion se siembran en placa
2-4 x 10° células por pocillo en 3 ml de un medio de crecimiento apropiado, que contiene DMEM, suero al 10%,
antibidticos y glutamina, y se incuban las células en condiciones de crecimiento normales (37°C y el 5% de COy). En
el dia de la transfeccion, las células han de estar en el 30-50% de confluencia. Se diluyen 12,5 ul de daplex de
ARNSsi 20 uM (correspondiente a la concentracion final 100 nM) en 250 ul de DMEM, para proporcionar un volumen
final 262,5 ul, y se mezclan. Ademas, se diluyen 6 ul de Lipofectamine 2000 en 250 ul de DMEM y se mezclan. Tras
una incubacion de 5 minutos a temperatura ambiente, se combinan el oligébmero diluido y el Lipofectamine diluido
para permitir la formacion de complejos durante una incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente. Después de
esto se afiaden los complejos gota a gota en las células con 2 ml de medio de crecimiento nuevo con bajo contenido
en antibiéticos y se mezclan suavemente balanceando la placa hacia atras y hacia delante, para asegurar la
distribucion uniforme de los complejos de transfeccion. Se incuban las células en condiciones de crecimiento
normales y al dia siguiente, se retiran los complejos y se afiade medio de crecimiento completo y nuevo. Para
monitorizar el silenciamiento génico, se recogen las células a las 24, 48 y 72 horas tras la transfeccién.

La eficacia de la transfeccién puede depender del tipo de célula, pero también del nimero de pases y la confluencia
de las células. También son criticos el tiempo y la manera de formacién de complejos de ARNSsi-liposomas (por
ejemplo, inversioén frente a agitacién con voértex). Las bajas eficacias de transfeccion son la causa mas frecuente del
silenciamiento no satisfactorio. Una buena transfeccion no es un asunto trivial y necesita examinarse
cuidadosamente cada linea de células nueva que va a usarse. La eficacia de la transfeccion puede someterse a
prueba transfectando genes indicadores, por ejemplo un plasmido de expresion de EGFP conducido por CMV (por
ejemplo de Clontech) o un plasmido de expresion de B-Gal, y entonces se evalla mediante contraste de fases y/o
microscopia de fluorescencia al siguiente dia.

Pruebas de duplex de ARNSsi

Dependiendo de la abundancia y el tiempo de vida (o renovacién) de la proteina seleccionada como diana, un
fenotipo silenciado puede volverse evidente tras 1 a 3 dias, o incluso mas tarde. En casos en los que no se observa
ningun fenotipo, puede observarse la disminucion de la proteina mediante inmunofluorescencia o
inmunotransferencia tipo Western.

Tras las transfecciones, se tratan previamente las fracciones de ARN total extraidas de células con DNasa | y se
usan para la transcripcion inversa usando un cebador aleatorio. Se lleva a cabo una amplificacién por PCR con un
par de cebadores especificos que cubren al menos una unién exén-exén con el fin de controlar la amplificacion de
ARNmM previos. También se necesita como control la RT/PCR de un ARNm no seleccionado como diana. La
disminucion eficaz de la reduccién aun indetectable de ARNm de la proteina diana puede indicar que puede existir
en la célula una gran reserva de proteina estable. Como alternativa, puede usarse la amplificacion por PCR en
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tiempo real para someter a prueba de un modo mas preciso la desaparicion o reduccion de ARNm. La PCR
mediante transcriptasa inversa (RT) en tiempo real cuantifica la cantidad inicial del molde de la manera mas
especifica, sensible y reproducible. La PCR en tiempo real monitoriza la fluorescencia emitida durante la reaccion
como indicador de la produccion de amplicones durante cada ciclo de PCR, en un aparato lightcycler. Esta sefial
aumenta en proporcién directa con la cantidad de producto de PCR en una reaccion. Mediante el registro de la
cantidad de emision de fluorescencia en cada ciclo, es posible monitorizar la reaccién de PCR durante la fase
exponencial en la que el primer aumento significativo de la cantidad de producto de PCR esta correlacionado con la
cantidad inicial del molde diana.

Para verificar el patrén de interferencia del gen TRPV1 en los cultivos de células, se realiza una qRT-PCR de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Para la qRT-PCR cuantitativa, se usan aproximadamente 250-500 ng de
ARN total para la transcripcién inversa seguida de la amplificacion por PCR con cebadores especificos para TRPV1
en la mezcla de reaccion que contiene Master SYBR. Green |. Las condiciones de PCR bésicas comprenden una
etapa inicial de 30 min. a 91°C, seguido de 40 ciclos de 5 s a 95°C, 10 s a 62°C y 15 s a 72°C. Puede usarse la
cuantificacion de ARNm de b-actina como control para la normalizacién de datos. Las comparaciones de la
expresion génica relativas funcionan mejor cuando la expresion génica del control interno/endégeno elegido es mas
abundante y permanece constante, en proporcion con el ARN total, entre las muestras. Mediante el uso de un
control enddgeno invariante como referencia activa, la cuantificacion de una diana de ARNm puede normalizarse
para las diferencias en la cantidad de ARN total afiadido a cada reaccion. Las curvas de amplificacion obtenidas con
el lightcycler se analizan en combinacién con el ARN del kit control, que selecciona como diana al molde de ARN de
citocina transcrito in vitro, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Con el fin de evaluar la especificidad del
producto de PCR amplificado se realiza un analisis de curvas de fusién. Las curvas de fusion resultantes permiten la
discriminacion entre dimeros de cebadores y producto de PCR especifico.

Estudios en animales

El efecto del silenciamiento in vivo de moléculas de ANsi sobre niveles de expresion de TRPV1 puede someterse a
prueba en un modelo de cérnea de cobaya tal como el descrito por Brock et al. Tetrodotoxin-resistant impulses in
single nociceptor nerve terminals in guinea-pig cornea. J Physiol. 1 de octubre de 1998;512 (Pt 1):211-7.

El procedimiento basico consiste en la instilacion de la molécula de ANsi que va a someterse a prueba, contenida en
un pequefio volumen, en la superficie de la cérnea de cobaya. Se tratan ojos contralaterales con el vehiculo solo y
pueden usarse como controles en cada experimento para que no exista un fenémeno simpatico con el otro ojo.
Deben suprimirse multiples experimentos en el mismo animal. Pueden llevarse a cabo registros extracelulares de la
actividad eléctrica de axones sensoriales de cérnea de cobaya control o tratada con ANsi tal como se describe en
Brock et al. en 1998. Basicamente, se colocan ojos de cobayas (150-300 g, sacrificadas con 100 mg kg-1 de
pentobarbitona 1.P.) en una camara de registro y se superfunden con solucion salina fisiolégica de la siguiente
composicion (mM): Na+, 151; K+, 47; Ca2+, 2; Mg2+, 1,2; Cl-, 144; H2PO3-, 1,3; HCO3-, 16,3; y glucosa, 9,8. Esta
disolucién se gasifica con el 95% de 02-5% de CO2 (a pH 7,4) y se mantiene a 31-33°C. El nervio éptico y los
nervios ciliares asociados se arrastran hacia dentro de un electrodo estimulador de succion. Los parametros de
estimulo se modifican tal como se requiera por todo el experimento (anchura de pulso, 0-1-0,5 ms, 5-30 V). Un
electrodo de registro de vidrio (diametro exterior de la punta, 50 um) relleno con solucién salina fisioldgica se aplica a
la superficie del epitelio corneal con succién ligera. Se registra la actividad eléctrica a través de un amplificador AC
(Neurolog NL104, Digitimer Ltd, Welwyn Garden City, RU; aumento, 2000; filtro de paso alto fijado a 0,1 Hz) y los
resultados se digitalizan a 44 kHz y se almacenan en una cinta magnética usando una grabadora PCM (A. R. Vetter
Co. Inc., Rebersburg, PA, EE.UU.). So6lo se realizan registros desde sitios en los que los impulsos nerviosos se
distinguen facilmente del ruido (10 pV de pico a pico cuando se realiza un filtro de paso bajo a 3-5 kHz). En muchos
sitios en la cornea, se registra la actividad eléctrica no provocada o espontdnea o las sefiales son demasiado
pequefias para analizarse. Se logra la perfusion interna del electrodo de registro mediante la insercion de un tubo de
plastico fino hasta dentro de 200 um de la punta de electrodo (véase Brock & Cunnane, 1995, Effects of Ca2+ y K+
channel blockers on nerve impulses recorded from postganglionic sympathetic nerve terminals. The Journal of
Physiology 489, 389-402). Se usa un sistema de adquisicion de datos MaclLab (ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill,
NSW, Australia) para digitalizar (frecuencias de muestreo, 10-20 kHz) sefiales electrofisiolégicas registradas
previamente en una cinta. Antes de la digitalizacion, las sefiales se filtran usando un filtro de paso bajo (corte, 3-5
kHz). Se realiza el analisis posterior con el programa informatico Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR,
EE.UU.). Pueden cuantificarse niveles de ARNm de TRPV1 mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)
mientras que puede monitorizarse directamente la reduccién de los niveles de proteina en una variedad de modos
bien conocidos en la técnica, tales como andlisis de inmunotransferencia tipo Western con anticuerpos especificos
frente a la diana.

Puede monitorizarse la regulacion por disminucién de la expresion de TRPV1 mediante ANsi en el foliculo piloso por
medio de los siguientes modelos representativos sin excluir otros modelos de animales en la técnica:

- Transfeccion del foliculo piloso de ratén in vivo. Con anestesia general, se corta el pelo de la piel dorsal de
ratones Balb/c de 50 dias de edad (Charles River, Wilmington, MA) y se trata con una crema depilatoria o
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maquina de afeitar (Neet; Premier Consumer Products, Inc., Englewood, NJ) durante 5 min. En diferentes
momentos tras la depilacién, se aplican por via tépica 50 ml de lipoplex que contienen 50 mg de lipido y
cantidades diferentes de ARNsi individuales junto con 10 mg de pCMV-b-gal a 1 cm2 de piel dorsal en alicuotas
de 5 ml usando una micropipeta mas de 90 min. Las cantidades de ADN son similares a los estudios publicados
previamente. Se trata la piel control con un ARNSsi desordenado junto con 10 mg de plasmido desnudo o 50 mg
de lipido solo. Se recoge la piel transfectada 24 6 48 h tras la transfeccion, y se tifie para determinar la actividad
de b-gal.

- Modelo de xenoinjerto. Se mantienen ratones macho CB-17 Icr-scid/scid de cuatro semanas de edad (Charles
River, Wilmington, MA) en condiciones libre de patdégenos. Se injerta cuero cabelludo fetal humano (20 semanas
de gestacién de Advanced Bio-science Resources, Alameda, CA), o cuero cabelludo adulto humano a partir de
cirugia cosmética en el plazo de 24 h de la recogida. Se realiza la cirugia de injerto en una campana de flujo
laminar usando procedimientos estériles. Se anestesian ratones con mezcla de ketamina-xilazina, tras lo que se
corta el pelo en el dorso. Se injertan trozos de piel que miden 1x1 cm en un lecho de tamafio similar que se
habia preparado retirando piel de ratén hacia abajo de la fascia. Se mantienen en su sitio los injertos de piel
humana (normalmente dos por ratén) con sutura de monofilamento no absorbible 6-0. Se recubren los
trasplantes con petrolato y se cubren con Tegaderm (3M Health Care Ltd. (St. Paul, MN)), y vendaje estéril. Se
retiran las vendas tras dos a tres semanas, y se dejan cicatrizar los injertos durante dos a tres semanas
adicionales antes de proceder con los experimentos.

- Transfeccion de xenoinjertos humanos in vivo. Antes de la transfeccion se depilan los xenoinjertos. Algunos
injertos también se tratan con crema de acido retinoico al 0,05% (Retin-A, Johnson & Johnson, Raritan, NJ)
cada dos dias durante una semana. En el dia de la transfeccion se anestesian los ratones y se prehidratan los
xenoinjertos con PBS durante 15 min. Después de que se mezclen 75 mg de lipido pFx-1 y 30 mg de pCMV-b-
gal con o sin ARNsi individuales en OPTI-MEM, se pipetea por via topica la mezcla en alicuotas de 5 ml (total de
75 ml) a la piel injertada cada dos dias durante tres dias. Se usan dosis superiores de ADN y liposomas en
transfecciones humanas frente a de raton debido al estrato cdrneo mas grueso, que podria absorber
potencialmente el lipoplex y evitar la administracion adecuada al foliculo. Se recoge la piel 48 h tras la
transfeccion y se trata para determinar la actividad de b-gal.

- Ensayos histoquimicos. Se fijan muestras de tejido de raton y humano en formaldehido al 2%/glutaraldehido al
0,2% preparado recientemente en PBS a 4°C durante 2-4 h, entonces se lavan en tres cambios de PBS a
temperatura ambiente durante 1 h. Se incuba el tejido fijado a 37°C durante la noche en 1 mg ml-1 de X-gal en
PBS. Entonces se lava el tejido con PBS, se fija en formalina, y se incrusta en parafina. Se contratifien cortes de
5 mm con rojo nuclear rapido. Pueden tefiirse también biopsias fijadas con anticuerpos especificos para
someter a prueba la inhibicion de la expresion de TRPV1. Se realiza la tincion tal como se notificd
anteriormente. Algunos cortes de biopsia se mantienen en ARN later (Ambion) y se trata para la purificacion de
ARN. Se analiza el ARN total usando cebadores/sondas especificos para determinar la interferencia especifica
tras tratamientos con ARNSsi individuales.

Ejemplos
Ejemplo 1

Con el fin de determinar si se modificé la respuesta de comportamiento a la aplicacién topica del agonista de TRPV1
capsaicina mediante tratamiento previo con ARNsi preparado frente al TRPV1 de cobaya, se llevaron a cabo
experimentos en cobayas machos, adultos.

1-Efecto de capsaicina topica.

Se trataron dos cobayas con gota de 10 pl de una disolucién de capsaicina 0,1 mM en el ojo derecho y 10 pl de
solucién salina isot6nica estéril en el ojo izquierdo.

En los siguientes 5 min. tras la aplicacion tépica se midieron los siguientes parametros:

- frecuencia de parpadeo

- tiempo de cierre del parpado

- movimientos de rascado (con la extremidad trasera) y movimientos de lavado (con la pata delantera) dirigidos al
ojo tratado.

Tras este periodo de 5 min. se evaluaron los siguientes parametros:

- hiperemia conjuntival y edema palpebral
- lagrimeo (con una tira de Schirmer mantenida 3 min. en el saco subconjuntival).

Se realizaron experimentos a las 9:00 am durante 4 dias consecutivos. Se trataron ambos ojos simultaneamente con
la disolucion correspondiente, y se midieron los pardmetros simultdaneamente mediante un observador independiente
para cada ojo. Todos los pardmetros medidos eran superiores en el ojo tratado con capsaicina cuando se
compararon con el control (tratado con solucién salina). Los parametros que se alteraron de la manera mas
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constante eran el nimero de movimientos de rascado/lavado, hiperemia y lagrimeo.

La figura 4 resume los resultados obtenidos en 2 animales. Es evidente que capsaicina provocd movimientos de
rascado/lavado, hiperemia conjuntival y lagrimeo que estaban ausentes en el lado tratado con solucién salina.
Ademas, no se observé desensibilizacion a aplicaciones repetidas durante dias sucesivos.

2-Efecto de oligonucleétido 3 (ON3), que corresponde a SEC ID N° 146 con proyecciones dTdT en ambos extremos
3’, sobre la respuesta a capsaicina.

El efecto atenuante de ON3 sobre la respuesta de comportamiento a capsaicina tépica se exploré inicialmente en un
grupo de 4 cobayas. Se aplicaron por via topica dos dosis de 15 pl de una disoluciéon que contenia el ON3 al ojo
derecho (ojo tratado) a las 9:00 am durante los dias 0, 1y 2. A las 3:00 pm durante los dias 1, 2, 3,4, 7,8y 9, se
aplicaron 10 pl de disolucion de capsaicina 0,1 mM a ambos ojos y se midi6 la respuesta de comportamiento al
farmaco en cada ojo, de acuerdo con los procedimientos descritos anteriormente.

Tal como se muestra en la figura 5, ON3 provoc6 una reduccién de la respuesta de comportamiento (nimero de
movimientos de rascado/lavado) a la aplicacion de capsaicina en comparacion con los animales no tratados. Esta
reduccion se establecié gradualmente, comenzando el dia 2 y aumentando en dias sucesivos. Siete dias tras el
tratamiento, todavia estaban presentes las diferencias en la respuesta entre ojos tratados con ON3 y no tratados.
Por el contrario, la secrecion de lagrimas no era diferente entre ambos ojos.

La figura 6 resume la reduccién promedio del nimero de movimientos de rascado/lavado en todos los animales
estudiados, presentada en valores absolutos (grafica superior) y como porcentaje de reduccion en el lado tratado a
partir del lado control, en los diversos dias tras el tratamiento.

Ejemplo 2

Se disecaron ojos de cobayas profundamente anestesiadas de sus orbitas y se colocaron en una camara de registro
dividida. Se perfundié continuamente el ojo con disolucion fisiolégica de la siguiente composicion (mM): Na+, 151;
K+, 4,7; Ca2+, 2; Mg2+, 1.2; Cl-, 144,5; H2PO3-, 1,3; HCO3-, 16,3; glucosa, 7,8. Se gasificd esta disolucion con
carbdgeno (el 95% de 02, el 25% de CO2) a pH 7,4 y se mantuvo a aproximadamente 34°C con un dispositivo
Peltier. Se registro la actividad de las fibras nerviosas de la cornea individuales a partir de los nervios ciliares en la
parte trasera del ojo. La configuracion de registro se muestra esquematicamente en la figura 7.

Ojos control: se registré la actividad neural a partir de 20 fibras polimodales obtenidas de 10 ojos de cobaya
identificados por su respuesta a la estimulacién mecanica y por su respuesta a un chorro de gas que contenia CO2
(98%). En cada fibra se aplicé una secuencia de estimulos: una gota de capsaicina 0,1 mM seguida de lavado 30 s
mas tarde. Solucién salina caliente a 45°C durante 1 min., pulso de CO2 aplicado durante 30 s. Entre cada estimulo
se dej6 una pausa de 5 min. Se aplicaron tres de estas secuencias por fibra individual con un intervalo de 15 min.
entre ciclos de estimulacion. Se realizé la cuantificacion de la respuesta midiendo el namero total de impulsos
provocados por cada estimulo durante el periodo de estimulacion.

Ojos tratados: en 5 cobayas, se trataron ambos ojos con 15 pl de una disolucion que contenia ON3 a las 9:00 am
cada dos dias durante tres dias consecutivos. En el cuarto dia, se enuclearon ambos ojos y se estudiaron “in vitro”
tal como se describio anteriormente.

Se identificaron en estos ojos nueve fibras identificadas como fibras nociceptoras polimodales. El mismo protocolo
de estimulacion usado para los ojos control, concretamente estimulos de capsaicina, calor y CO2 aplicados
secuencialmente con una pausa de 5 min. entre estimulos, se repitio tres veces por fibra. La cuantificacion de la
respuesta a cada uno de estos estimulos mostro que el nimero de impulsos provocados era significativamente
inferior en animales tratados con ON3. La reduccion de la respuesta en comparacion con los ojos control era: del
60% para la estimulacion con capsaicina, del 56% para la estimulacion con calor y del 40% para la estimulacién
acida.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una dosis farmacéuticamente eficaz de ANsi dirigido frente a TRPV1 en la preparacion de un farmaco para
su uso en el tratamiento de un estado ocular caracterizado por un aumento de la expresiéon y/o actividad de
TRPV1, en el que dicho farmaco se administra por via topica a la superficie de la cérnea.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la administracion es mediante el uso de gotas oculares.

3. El uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o reivindicacion 2, en el que el estado ocular se selecciona del grupo
que comprende molestia y sensibilidad alterada de la cérnea tras cirugia refractiva, uso de lentes de contacto, ojos
secos, retinopatia diabética y otras patologias oculares.

4. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que el ANsi es ARNSsi.
5. El uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el ARNsi es ARNds o0 ARNsh.

6. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el ANsi comprende un oligonucleétido
modificado en el que dicha modificacion se selecciona de enlaces internucleotidicos de fosforotioato, 2'-O-
metilrribonucleétidos, 2’-desoxi-fluororribonucleétidos, 2’-desoxirribonucleétidos, nucleétidos de “base universal”, 5-
C-metilnucleétidos, incorporacion desoxiabasica invertida, entrecruzamiento quimico entre las dos cadenas
complementarias de un ARNSsi, modificacion quimica de un extremo terminal en 3’ 0 5’ de una cadena de un ARNSsi,
modificaciones de azlcares, modificaciones de nucleobases y/o modificaciones de la estructura principal,
ribonucleétidos 2’-fluoro-modificados y 2’-desoxirribonucleétidos, sustitucion de un nucleétido de pirimidina no
modificada por una 2-tio, 5-alquinil, 5-metil o 5-propinilpirimidina o sustitucién de una purina no modificada por una 7-
desaza, 7-alquil o 7-alquenilpurina.

7. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se usa una pluralidad de especies
de ANSsi.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha pluralidad de especies selecciona como diana a la
misma especie de ARNm.

9. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el ANsi selecciona como diana a
una secuencia seleccionada de SEC ID N®® 1 a SEC ID N® 81 o a una secuencia que comprende una secuencia
seleccionada de SEC ID N 1 a SEC ID N°° 81.

10. El uso de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que las moléculas de ANsi de la invencion
comprenden secuencias de nucledtidos seleccionadas del grupo de SEC ID N° 82 a SEC ID N*® 162.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que moléculas de ANsi contienen proyecciones en 3'.

12. ANsi dirigido frente a TRPV1 para su uso en el tratamiento de un estado ocular caracterizado por un aumento
de la expresion y/o actividad de TRPV1, en el que se administra dicho ANsi, en el que dicho farmaco se administra
por via topica a la superficie de la cornea.

13. Un compuesto de ANsi que selecciona como diana a TRPV1 que comprende una secuencia de nucleétidos
complementaria a la secuencia de nucleétidos de SEC ID N°: 65.

14. Un compuesto de ANsi de acuerdo con la reivindicacién 13 que comprende la secuencia de nucledtidos descrita
en SEC ID N°: 146.

15. Un compuesto de ANsi de acuerdo con la reivindicacion 14 que comprende la SEC ID N° 146 con proyecciones
en ambos extremos en 3’, en el que ambas proyecciones son dTdT.

16. El ANsi de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, en el que el ANsi es ARNSsi.
17. El ANsi de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que el ARNsi es ARNds o ARNsh.

18. El ANsi de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, en el que el ANsi comprende un
oligonucleétido modificado en el que dicha modificacién se selecciona de enlaces internucleotidicos de fosforotioato,
2'-O-metilrribonucledtidos,  2'-desoxi-fluororribonucledtidos, 2’-desoxirribonucleétidos, nucleétidos de “base
universal”, 5-C-metilnucleoétidos, incorporacion desoxiabasica invertida, entrecruzamiento quimico entre las dos
cadenas complementarias de un ARNSsi, modificacion quimica de un extremo terminal en 3’ 0 5’ de una cadena de
un ARNSsi, modificaciones de azUlcares, modificaciones de nucleobases y/o modificaciones de la estructura principal,
ribonucleétidos 2’-fluoro-modificados y 2’-desoxirribonucledtidos, sustitucion de un nucleétido de pirimidina no
modificada por una 2-tio, 5-alquinil, 5-metil o 5-propinilpirimidina o sustitucién de una purina no modificada por una 7-
desaza, 7-alquil o 7-alquenilpurina.
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19. Un ANsi de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18 para su uso como farmaco.

20. El uso de una dosis farmacéuticamente eficaz de ANsi de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18
en la preparacion de un farmaco para su uso en un procedimiento de tratamiento de un estado ocular caracterizado
por un aumento de la expresion y/o actividad de TRPV1, en el que dicho farmaco se administra por via topica a la
superficie de la cornea.

21. Un ANsi de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18 para su uso en el tratamiento de un estado
ocular caracterizado por un aumento de la expresion y/o actividad de TRPV1, en el que dicho ANsi se administra por
via tépica a la superficie de la cérnea.

22. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
13 a 18.

16
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Figura 1
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Canal catiénico de potencial receptor transitorio, subfamilia V, miembro 1 (TRPV1),
'NM_080704 P B R

variante de transcrito 1, ARNm

: Canal catiénico de potencial receptor transitorio, subfamilia V, miembro 1 (TRPV1),
' NM_018727

: variante de transcrito 2, ARNm

1 NM_080706

i
Canal catiénico de potencial receptor transitorio, subfamilia V, miembro 1 (TRPV1), !
; variante de transcrito 3, ARNm :

e B T e e

i

' NM_080705 _ _
: variante de transcrito 4, ARNm

Canal catidnico de potencial receptor transitorio, subfamilia V, miembro 1 (TRPV1), :
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Figura 2

Canal cationico de potencnal receptor transntono
é’ﬂsubfamllla V, miembro 1 (TRPV1)

'SECIDT | GAAATGGAGCAGCACAGAC

| SEC ID2 ATGGAGCAGCACAGACTTG
'SECID3 | TGGAGCAGCACAGACTTGG

'SEC ID4 | AAGGACACCTGCCCAGACC
'SECID5 ~ _iGACCCTCAGGCTCTATGAT
/SEC ID 6  GCCGTTGCTCAGAATAACT
[SECID7  ;TAACTGCCAGGATCTGGAG

.SEC ID8 __ |CTGCCAGGATCTGGAGAGC
SECID9 | GAGCAAGAAGCACCTCACA

JSEC ID10 1 GAAGCACCTCACAGACAAC
{SEC ID11  ; GCACCTCACAGACAACGAG
tSEc D12 HCGA_QT_T__CAAAGAQCCTGAG o
'SECID13  |AGACCCTGAGACAGGGAAG
'SEQID 14_  GACCCTGAGACAGGGAAGA
| SEC ID15  :GACCTGTCTGCTGAAAGCC
:SEC ID16  AGCCATGCTCAACCTGCAT
- SEC ID17____ GCCATGCTCAACCTGCATG
i SEC ID18__ . CCTGCATGACGGACAGAAC
/SEC ID19 ' ACGGACAGCCTGAAGGAGC
/SECID20 :CGGACAGCCTGAAGGAGCT
'SEC ID21_ " GGAGCTTGTCAACGCCAGC
{SEC ID22 _: GAAAACCAAAGGGCGGCCT
'SEC ID23 ;| AACCAAAGGGCGGCCTGGA
'SEC ID24 | ACCAAAGGGCGGCCTGGAT
SEC ID25 | CCAAAGGGCGGCCTGGATT
"SEC ID26___ AGGGCGGCCTC-‘!GATI'CTAC
"SEC ID27 = GGGCGGCCTGGATTCTACT
'SEC ID28 ;| CCAGCTGGGCATCGTGAAG
'SECID29 | GTTCCTGCTGCAGAACTCC
SECID30  :CACGGCCGACAACACGAAG

SEC ID31 _ 'CACGAAGTTIGTGACGAGC

ISECID32  GTTTGTGACGAGCATGTAC =~
'SECID33  TGAGATTCTGATCCTGGGG
.SEC ID34 i ACTGCACCCGACGCTGAAG

1 SEC ID35 __; GCTGGAGGAGCTCACCAAC
SECID36 . CAAGAAGGGAATGACGCCG

+SECID37 :GAAGGGAATGACGCCGCTG

/SEC ID 38 | GATCGGGGTCTTGGCCTAT

{SEC ID39 GTTCACCGAGTGGGCCTAC
'SEC ID40 | GAACTCGGTGCTGGAGGTG

iSECID41 | CTCGGTGCTGGAGGTGATC

/SEC ID42 | TCGCCACGACATGCTCTTG

'SEC ID43 _ | CCGACTCCTGCAGGACAAG

SE_C _ID 4 _ | GTGGGACAGATTCGTCAAG
.SEC ID 45 | GCGCATCTTCTACTTCAAC

18
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"SEQD 81

¢

19

 {SEQID 46 ; CTTCCTGGTCTACTGCCTG
| |SEQID 47 i GATGGAAAAAATTGGAGAC
|SEQID48 | AAATTGGAGACTATTTCCG
'SEQID49 _ {AATTGGAGACTATTTCCGA  _ _
{SEQID50 ~ |ATTGGAGACTATTTCCGAG
g SEQID51 | TTGGAGACTATTTCCGAGT
{SEQID 52 _ _:GACCCTGTTTGTGGACAGC
'SEQID 53 GGAGTATGTGGCTTICCATG  ~ ~
iSEQID54  CATGCTCTACTACACCCGC
SEQID 55 1 GATGATCCTGAGAGACCTG
SEQID56 ' GACGGGAAGAATGACTCCC
'SEQID57 _ GAATGACTCCCTGCCGTCT
| SEQIDS8 _TGACTCCCTGCCGTCTGAG
‘SEQID59 ' CAGCCTGTACTCCACCTGC
:SEQID60  GTTCACCATCGGCATGGGC
‘SEQID61 . CTATGACTTCAAGGCTGTC
'SEQID62__ | GGCTGICTTCATCATCCTIG
'SEQID63 | TTCTCACCTACATCCTCCT
{SEQID64  CATGCTCATCGCCCTCATG
'SEQID65  CAAGATCGCACAGGAGAGC
'SEQID 66 | GATCGCACAGGAGAGCAAG
'SEQID67 ~ | GAACATCTGGAAGCTGCAG
'SEQID68 CATCTGGAAGCTGCAGAGA
-SEQID69 . GCTGCAGAGAGCCATCACC
'SEQID 70 = GAGCTTCCTTAAGTGCATG
'SEQID71 _ {GTGCATGAGGAAGGCCTTC
| {SEQID72 ! CTGGACCACCTGGAACACC
iSEQID73 | CACCAACGTGGGCATCATC
SEQID74 - | CGTGGGCATCATCAACGAA
'SEQID75 _ _ CGAAGACCCGGGCAACTGT
'SEQID76 :GCAGAGTTTCAGGCAGACA
'SEQID77  GAACTTTGCCCTGGTCCCC
SEQID78 __ CTTTGCCCTGGTCCCCCTT
'SEQID79  _. GAGAGGCAAGTGCTCGAGA
SEQID 80 _: GTGCTCGAGATAGGCAGTC
' GTTTATCTGCGACAGTTTT



Figura 3

ES 2358 538 T3

Cahal catidonico de potencial receptor transitorio,
subfamilia V, mlembro 1 (TRPV1)

e s —

L

51 GAAAUGGAGCAGCACAGAC 3

SEC ID 82 PERTELEERN i
3' CUUUACCUCGUCGUGUCUG S'
5' AUGGAGCAGCACAGACUUG 3°

SEC ID 83 PR YT
3’ UACCUCGUCGUGUCUGAAC 5!
5' UGGAGCAGCACAGACUUGG 3!

SEC ID 84 I|H|||HII|HIHH
3’ ACCUCGUCGUGUCUGAACC 5!
5' AAGGACACCUGCCCAGACC 3!

SEC ID 85 (IR RERRRANRNANNNY
3 ccucu cscscms-
51 CUCAGGCUCURUGAU 3'

SEC ID 86 IllllllHIlIllllll
ar GGGAGUCCGAGAUACUA 5!
5! scceunccucmnmcu ar

SEC ID 87 LEEL e b
3' CGGCAACGAGUCUURUUGA 5'
5' UAACUGCCAGGAUCUGGAG 3'

SEC ID 88 VEPEEEELL TR LT
3" AUUGACGGUCCUAGACCUC 5!
5' CUGCCAGGAUCUGGAGAGC 3!

SEC ID 88 RS RRR RN
3' GACGGUCCUAGACCUCUCG 5'
S' GAGCARGAAGCACCUCACA 3'

SEC ID 90 PECEERERELELIN b
3' CUCGUUCUUCGUGGAGUGU 5'
5' GAAGCACCUCACAGACAAC 3'

SEC ID 51 AR RRAR R AR NRELY]
3’ CUUCGUGGAGUGUCUGUUG 5°
5' GCACCUCACAGACAACGAG 3'
SEC ID 92 IIIIIl!lHIHI!HII :
3' CGUGGAGUGUCUGUUGCUC §°
5t CGRGWCRAMRCCCUGM 3

SEC ID 93 IlIHIIIIHI LT
3' GCUCARGUUUCUGGGACUC S'
51 RGACCCUGAGACAGGG]\AG 3
SEC ID 94 COVETRRE TR -
3’ UCUGGGACUCUGUCCCUUC 5°
5' GACCCUGAGACAGGGAAGA 3°

SEC ID 95 FOVELEREEE et
3' CUGGGACUCUK GUCCCUU S
5' GACCUGUCUGCUGAARGCC 3

SEC ID 96 lllllllllllfllllllf
3' CUGGACAGACGACUUUCGG 5°
5' AGCCAUGCUCAACCUGCAU 3°*

SEC ID 97 TKIInE
3' UCGGUACGAGUUGGACGUA 5'
5% GCCAUGCUCAACCUGCAUG 3'

SEC ID 98 IIIIIIH!HHIIIIH
3' CGGUACGAGUUGGACGUAC 5°
5' CCUGCAUGACGGACAGAAC 3!

SEC ID 959 lIIIIHIIIIHIIIHI
3’ UACUGCCUGUCUUG 5°*
51 ACGGACAGCCUGMGG "L

SEC ID 100 IRIREARRRRRARRINE
3’ UGCCUGUCGGACUUCCUCG 50
5' CGGACAGCCUGAAGGAGCU 3'

SEC ID 101 LN
3’ GCCUGUCGGACUUCCUCGA 5'
R 5' GGAGCUUGUCAACGCCAGC 3!

SEC ID 102 O L HE
3' CCUCGARCAGUUGCGGUCG 5'
5' GAAAACCAAAGGGCGGCCU 3!

SEC ID 103 PHELLLLDEVEEI YL
3' CUUUUGGUUUCCCGCCGGA 5
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S+ ARCCARAGGGCGGCCUGGA 3'
SEC ID 104 . IIII[IIIIHIIHIIH .
3' UUGGUUUCCCGCCGGACCU 5 °
5' ACCAAAGGGCGGCCUGGAU 3°

SEC ID 105 IR RARARRRA RN
3’ UGGUUUCCCGCCGGACCURA §'
_ §' CCAARGGGCGGCCUGGAUU 3'

SEC ID 106 IRARERRRNRRAER NN
3' GGUUUCCCGCCGGACCUAR §°
5' AGGGCGGCCUGGAUUCUAC 3'

SEC ID 107 PEETVLTLLERLTELLRT]
3' UCCCGCOGRACCUARGAUG §
5' GGGCGGCCUGGAUUCUACU 3°

SEC ID 108 PVLLLERRLERNIAbEbT
3" CCOGCCGGACCURAGAUGA 5!
5' CCAGCUGGGCAUCGUGAAG 3'

SEC ID 109 HHIHHHIHHHI
3t CGACCCGUAGCACUUC 5'
5 Guuccuccuccncmcucc 3

T HEL e
SEC ID 110 3' CARGGACGACGUCUUGAGG 5'
S5' CACGGCCGACAACACGARG 3!

SEC ID 111 VEVELDL LR )
3' GUGCCGGCUGUUGUGCUUC 5'
5' CACGAAGUUUGUGACGAGC 3

SEC ID 112 LR
3 GUGCUUCAMCACUGCUCG 5t
5' GUUUGUGACGAGCAUGUAC 3'

SEC ID 113 IHIIII[HHIIIIIII
3 CACUGCUCGUACAUG 5°
51 ucmnuucucnuccucscc 3

SEC ID 114 ’ HIIIIIIIlIIIIIlIII
3' ACUCUAAGACUAGGACCCC &'
s-AcuecncccencstGAAs 3r

SEC ID 115 IVEREEEETERN TR
' 3' UGACGUGGGCUGCGACUUC S'
_ 5' GCUGGAGGAGCUCACCAAC 3!

SEC ID 116 . AN RARRNRRRRNN
3' CGACCUCCUCGAGUGGUUG &'
5' CAAGAAGGGAAUGACGCCG 3 ¢

SEC ID 117 NEREARARRNRRRARAD
3' GUUCUUCCCUUACUGCGGC 5
5' GAAGGGAAUGACGCCGOUG 3°

SEC ID 118 PN
3' CUUCCCUUACUGCGGCGAC 5!
5' GAUCGGGGUCUUGGCCUAU 3

SEC ID 119 HEEELHT
3' CUAGCCCCAGAACCGGAUA S°
§' GUUCACCGAGUGGGCCUAC 3°

SEC ID 120 (IREIRERERARRRRRNAN
3' CAAGUGGCUCACCCGGAUG 5'
5' GAACUCGGUGCUGGAGGUG 3

SEC ID 121 PEVELRTLTREY Tt
3' CUUGAGCCACGACCUCCAC S*
5' CUCGGUGCUGGAGGUGAUC 3

SEC ID 122 RN SRR AR RARY]
3' GAGCCACGACCUCCACUAG 5'
S' UCGCCACGACAUGCUCUUG 3

SEC ID 123 Iililll!lllllill!ll
3' AGCGGUGCUGUACGAGAAC §'
S' CCGACUCCUGCAGGACAAG 3

SEC ID 124 IHIIIIHIIIHIIIII
_ 3' GGCUGAGGACGUCCUGUUC 5
st cueccacmwuccucuc 3

FERRRREVESITRLRIY
SEC ID 125 3' CACCCUGUCUAAGCAGUUC 5 '
5' GCGCAUCUUCUACUUCAAC 3°

SEC ID 126 |'||||||||||||||||||
3' CGCGUAGAAGAUGAA st
5' CUUCCUGGUCUACUG ccuc 3

SEC ID 127 _ |l||l||l|l||||ll| 3]
3 GACGGAC §'
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5" GAUGGARARAAUUGGAGAC 3°

SEC ID 128 HHHHIH“IIHH
3 cuummmccucue 5
5' AAAUUGGAGACUAUUUCCG 3°

SEC ID 129 IHIHHHHIHHH
3' UUUAACCUCUGAURMAGGC 5'
S' AAUUGGAGACUAUUUCCGA 3"

SEC ID 130 ||i|l|il||||ll”li|
3 CUCUGAUARRGGCU §'
5! AUUGGAGACU:\UUU CGAG 3'

SEC ID 131 . IHHHHHHHH“
3' URACCUCUGAUARAGGCUC S'
S' UUGGAGACUAUUUCCGAGU 3'

SEC ID 132 e
3' AACCUCUGAUAAAGGCUCA S'
5' GACCCUGUUUGUGGACAGC 3!

SEC ID 133 PLRLERREREETTLEen
3' CUGGGACAARACACCUGUCG §'
S' GGAGUAUGUGGCUUCCAUG 3'

SEC ID 134 PELREEERRLEEEE T
3' CCUCAUACACCGAAGGUAC 5°'
5' CAUGCUCUACUACACCCGC 3'

SEC ID 135 1||||||||lll|||||||
3' GUACGAGAUGAUGUGGGCG 5'
S' GAUGAUCCUGAGAGACCUG 3'

SEC ID 136 VYRV REY R
3' CUACUAGGACUCUCUGGAC 5'
S' GACGGGAAGAAUGACUCCC 3'

SEC ID 137 TR |
3' CUGCCCUUCUUACUGAGGE 5
‘ . S' GAAUGACUCCCUGCCGUCD 3!

SEC ID 138 RLARRARRRARERERERE
3' CUUACUGAGGGACGGCAGA §'
S' UGACUCCCUGCCGUCUGAG 3°

SEC ID 139 PIVELLERIS PR b -
3' ACUGAGGGACGGCAGACUC §'
5 c:lacccucuacuccaccucc 3

] IIIIHIHIIIHIH
SEC ID 140 3 CAUGRGGUGGACE 5'
S' GUUCACCAUCGGCAUGGGC 3°

SEC ID 141 NEARARRIANRRARANRE
3' CAAGUGGUAGCCGUACCCG 5'
5' CUAUGACUUCAAGGCUGUC 3°

SEC ID 142 llllllHHllllIIlll
3' GAUACUGAAGUUCCGACAG 5°
5° Gcheummcnucauccuc 3

SEC ID 143 R
3 cccACAsAAGUAGUAGGAc 5!
5' UUCUCA ccu 3!

SEC ID 144 |||“1HH”|||||||
3' AAGAGUGGAUGUAGGAGGA 5'
57 cnuccucnucccccucnuc 3

SEC ID 145 IRRRRRRARRERRIAR!
3' GUACGAGUAGCGGGAGUAC §'
) 5 CAAGAUCGCACAGGAGAGC 3'

SEC ID 146 U RRY
3" GUUCUAGCGUGUCCUCUCG §°
. 5' GAUCGCACAGGAGAGCARG 3'

SEC ID 147 IR RARRARRNRN
3' CUAGCGUGUCCUCUCGUUC §°
§' GAACAUCUGGAAGCUGCAG 3°

SEC ID 148 IIHHHHIIIHHH
3' CUUGUAGACCUUCGA! 5"
5! CAUCUGGAAGCUGCAGAGA 3

SEC ID 149 HHHHHH[HIHI
31' GUAGACCUUCGACGUCUCU 5°
s GCUGCAGAGAGCCAUCACC 3

SEC ID 150 IHHHIHHIHHII
3' CGACGUCUCUCGGUA 5"
5! GAGCUUCCUUAAGUGCAUG 3t

SEC ID 151 CEEEELEERRIE YN
- 3' CUCGAAGGAAUUCACGUAC §5'
SEC ID 152 £' GUGCAUGAGGAAGGCCUUC 3°*

Lag 2 b AL gt L) bl )]
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SEC ID

SEC ID
SEC ID

SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID
SEC ID

SEC ID

153

154

1ss

156

157

1s8

1ss

160

161

162

3'
5¢

3!

5

3'
st

3|

3'
sl

3
sl

3l
sl

3' GAAACGGGAC

sl

.3
5

3I
5l

T

CACGUACUCCUUCCGGAAG
CUGGACCACCUGGAACACC
LECLEERERETLEN LT
GACCUGGUGGACCUUGUGG
CACCAACGUGGGCAUCAUC
AENIRRRRSRARANNINY
GUGGUUGCACCCGUAGUAG
CGUGGGCAUCAUCAACGAA

IIIIIIIIIIIIIIIIIII

AGUAGUUGCUU

CGARGACCCGGGCAACUGU
SERRERRRRRARERANNY
GCUUCUGGGCCCGUUGACA
GCAGAGUUUCAGGCAGACA
ARRARRRASRNARNNERY
CGUCUCARAGUCCGUCUGU
GAACUUUGCCCUGGUCCCC

AR
CUUGARACGGGACCA

sl
3!

51
3'

Sl
3I

5!

GGGG S'

CUUUGCCCUGGUCCCCCUY
CERERELEEL T
CAGGGGGAA
GAGAGGCAAGUGCUCGAGA
RERRERARANRARRRNAE

CUCUCCGUUCACGAGCUCU
GUGCUCGAGAUAGGCAGUC
ERNRRRRRRRIRANAENY!

CACGAGCUCUAUCCGUCAG
GUUUAUCUGCGACAGUUUU

RYRRASRYSRRRRARNNY

CAAAUAGACGCUGUCAAAA

3'

5l
3!

5|
3'

sl
3!

5'
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Figura 5.
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Figura 6.
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Figura 7.

Estimulacion
-Mecanica: pelos de von Frey

~ -Quimica: pulso de CO2

-Térmica (calor): disolucién a 45°C
-Capsaicina 0,1 mM
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