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DESCRIPCIÓN 
 

Tratamiento con ARNpi de trastornos oculares caracterizados por una presión intraocular elevada 
 

Campo de la invención 5 
 
La presente invención se refiere a métodos y a composiciones para el tratamiento de trastornos oculares; en 
particular, pero no exclusivamente, al tratamiento de glaucoma. En realizaciones preferentes, la invención se refiere 
al uso de tecnología ARNi para regular a la baja la expresión de genes de formación acuosa y genes de secreción 
acuosa. Se proporciona asimismo métodos y composiciones para el tratamiento de trastornos oculares.  10 
 
Antecedentes de la invención 
 
ARNi como herramienta para regular a la baja la exp resión génica  
 15 
El direccionamiento génico por recombinación homóloga se emplea generalmente para determinar la función génica 
en mamíferos, pero es un proceso costoso y que requiere tiempo. Alternativamente, se pueden determinar las 
funciones de muchos genes tras la inhibición de ARNm con ribozima o tecnologías antisentido. Si bien en algunas 
situaciones estas tecnologías han tenido éxito, su aplicación universal ha sido difícil. El advenimiento del 
silenciamiento (“knockdown”) dirigido por ARNpi ha provocado una revolución en la genética de células somáticas, 20 
pues ha permitido un análisis económico y rápido de la función génica en mamíferos.  
 
Establecer un método conveniente y fiable para silenciar la expresión génica al nivel de ARNm ha sido un tema 
recurrente en la biología molecular durante los últimos 15 años. En el esfuerzo de generar células u organismos con 
pérdida de función, se han examinado varias moléculas entre las que se incluyen por ejemplo secuencias 25 
antisentido, ribozimas y oligonucleótidos quiméricos, pero el diseño de dichas moléculas se ha basado en prueba y 
error, dependiendo de las propiedades del gen diana.  
 
Por otra parte, los efectos deseados han sido difíciles de predecir y, frecuentemente, tan solo se ha conseguido una 
supresión débil (Braasch & Corey, 2002). 30 
 
Tras el descubrimiento del fenómeno en plantas a principios de la década de 1990, en 1998, Andy Fire y Craig Mello 
demostraron por primera vez, con el gusano Caenorhabditis elegans, que ARNds (ARN de doble cadena) podía 
inhibir específica y selectivamente la expresión génica de una manera enormemente eficiente (Fire et al., 1998). En 
su experimento, la secuencia de la primera cadena (el llamado ARN sentido) coincide con la de la región 35 
correspondiente del ARN mensajero diana (ARNm). La segunda cadena (ARN antisentido) es complementaria de su 
ARNm. El ARNds obtenido resultó ser bastante más eficiente (en varios órdenes de magnitud) que las moléculas de 
ARN monocatenarias correspondientes (en particular, ARN antisentido). Fire et al., 1998 denominó el fenómeno 
ARNi para referirse a la interferencia de ARN. Se ha demostrado que este poderoso mecanismo de silenciamiento 
génico funciona en diversas especies, sobre todo entre los filos filogenéticos.  40 
 
ARNi comienza cuando una enzima llamada DICER se encuentra con ARNds y lo corta en trozos denominados ARN 
pequeños de interferencia o ARNpi. Esta proteína pertenece a la familia nucleasa ARNasa III. Un complejo de 
proteínas reúne estos restos de ARN y utiliza su código como guía para buscar y destruir cualquier ARN en la célula 
con una secuencia de apareamiento como por ejemplo ARNm diana (para revisión véase Bosher & Labouesse, 45 
2000). 
 
El fenómeno ARNi (Akashi et al., 2001) podría resumirse del siguiente modo: 
 
•  Etapa 1: reconocimiento de ARNds y proceso de exploración. 50 
•  Etapa 2: escisión de ARNds a través de la actividad de ARNasa III y producción de ARNpi. 
•  Etapa 3: asociación de los ARNpi y factores asociados en complejos RISC. 
•  Etapa 4: reconocimiento de ARNm diana complementario. 
•  Etapa 5: escisión del ARNm diana en el centro de la región complementaria del ARNpi. 
•  Etapa 6: degradación de ARNm diana y reciclado del complejo RISC. 55 
 
Al tratar de aplicar el fenómeno ARNi como tecnología para el silenciamiento génico, pronto se cayó en la cuenta de 
que las células de mamífero han desarrollado diversos fenómenos protectores contra infecciones virales que podrían 
impedir el uso de este enfoque. De hecho, la presencia de niveles extremadamente bajos de ARNds viral 
desencadena una respuesta de interferón con el resultado de una supresión no específica global de la traducción 60 
que, a su vez, desencadena apoptosis (Williams, 1997, Gil & Esteban, 2000). 
 
En 2000, una primera tentativa con ARNds tuvo como resultado la inhibición específica de 3 genes (MmGFP bajo el 
control del factor de elongación 1a, E-caderina, y c-mos) en el ovocito de ratón y embrión temprano. No se observó 
la detención de traducción y por tanto una respuesta PKR ya que los embriones siguieron desarrollándose (Wianny 65 
& Zernicka-Goetz, 2000). Un año después, la investigación en Ribopharma AG (Kulmbach, Alemania) demostró por 
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primera vez la funcionalidad de ARNi en células de mamífero. Utilizando ARNds cortos (20-24 pares de base) -
llamados SIRPLEX™- desactivaron genes específicamente incluso en células humanas sin iniciar la respuesta en 
fase aguda. Otros experimentos similares llevados a cabo por otros equipos de investigadores (Elbashir et al., 2001; 
Caplen et al, 2001) siguieron confirmando estos resultados. 
 5 
Un año más tarde, Paddison et al. (Paddison et al, 2002) trataron de utilizar ARN pequeños plegados en estructuras 
horquilladas para inhibir la función de genes específicos. Este trabajo se inspiró en estudios anteriores en los que se 
demostraba que algunos genes en Caenorhabditis e/egans regulan de manera natural otros genes a través de ARNi 
codificando ARN de estructura horquillada. Sometidos a ensayo en diversas líneas celulares de ser humano y de 
ratón, normales y tumorales, los ARN horquillados cortos (ARNhc) son capaces de silenciar genes con la misma 10 
eficacia que sus equivalentes ARNpi. Además los ARNhc presentan una mejor cinética de reasociación in vivo que 
los bicatenarios equivalentes. Cabe destacar que estos autores generaron líneas celulares transgénicas obtenidas 
por ingeniería genética para sintetizar ARNhc que presentan un efecto de supresión de larga duración a lo largo de 
las divisiones celulares (Eurogenetec). Recientemente, se ha demostrado la mediación de otro grupo de ARN 
pequeños (también comprendidos en el intervalo de 21-25 nt) en la regulación a la baja de la expresión génica. 15 
Dichos ARN, conocidos como ARN regulados temporalmente pequeños (ARNtp), han sido descritos en 
Caenorhabditis elegans donde regulan la temporalización de la expresión génica durante el desarrollo. Debe 
advertirse que los ARNtp y los ARNpi, a pesar de sus evidentes similitudes, proceden a través de diferentes modos 
de acción (para una revisión véase Banerjee & Slack, 2002). En contraposición con ARNpi, los ARNtp de 22 nt de 
longitud regulan a la baja la expresión del ARNm diana tras la iniciación de la traducción sin afectar la integridad de 20 
ARNm. Estudios recientes indican que los dos ARNtp descritos por primera vez en nematodos son miembros de una 
inmensa familia de cientos de micro-ARN adicionales (ARNmi) que existen en metazoos (Grosshans & Slack, 2002). 
 
Los científicos han utilizado inicialmente ARNi en diversos sistemas, incluyendo Caenorhabditis elegans, Drosofilas, 
tripanosomas y otros invertebrados diversos. Asimismo, aplicando este enfoque, algunos equipos han presentado 25 
recientemente la supresión específica de la biosíntesis de proteína en diferentes líneas celulares de mamífero – 
específicamente en células HeLa – demostrando que ARNi es un método con un amplio espectro de aplicación para 
silenciamiento génico in vitro. Basándose en estos resultados, ARNi se ha convertido rápidamente en una 
herramienta muy reconocida para validar (identificar y asignar) funciones génicas. La interferencia de ARN con el 
empleo de oligonucleótidos de ARNds cortos permitirá además descifrar la función de genes que solamente están 30 
parcialmente secuenciados. Por tanto, ARNi pasará a ser inevitable en estudios como:  
 
•  Inhibición de expresión génica a nivel post-transcripcional en células eucariotas. En este contexto, ARNi es una 

herramienta sencilla para evaluar rápidamente la función génica y revelar fenotipos nulos.  
•  Desarrollo de tecnología ARNi para su uso en embriones post-implantación.  35 
•  La importancia económica predominante de la interferencia de ARN queda establecida con su aplicación como 

principio terapéutico. Siendo así, ARNi puede producir fármacos a base de ARN para tratar enfermedades 
humanas.  

 
Glaucoma 40 
 
Glaucoma es una de las principales causas de la ceguera. Aproximadamente un 15 % de los casos de ceguera de 
todo el mundo derivan de un glaucoma. El tipo más común, glaucoma primario de ángulo abierto, tiene una 
prevalencia de 1/200 entre la población en general de más de 40 años de edad.  
 45 
El glaucoma ha sido definido simplemente como el proceso de destrucción de tejido ocular causado por una 
elevación sostenida de presión intraocular (PIO) por encima de los límites fisiológicos normales.  
 
Cada vez está más claro que muchas formas de glaucoma tienen un componente genético y gran parte de las 
investigaciones actuales apuntan a la identificación de regiones cromosómicas y genes que contribuyen al 50 
glaucoma. Es probable que la etiología del GAA sea multifactorial, como resultado de una combinación de 
mutaciones en más de un gen y de factores ambientales que aún no han sido identificados. En lo que respecta a 
GAA juvenil y de inicio en edad adulta, se han identificado varios loci. Sin embargo, solamente se conoce un gen, 
concretamente el gen miocilina /TIGR (respuesta glucocorticoidea inducible por malla trabecular) en el locus GLC1A 
en el cromosoma1q21-q31. Se han identificado más de treinta mutaciones de este gen en poblaciones étnicamente 55 
diversas de todo el mundo. Los estudios han demostrado que es responsable de únicamente aproximadamente un 5 
% de GAA en total (véase revisiones en Wirtz & Samples, 2003, y Khaw et al, 2004a). 
 
Patogénesis 
 60 
La mayoría de los glaucomas se caracterizan por una PIO elevada, aunque el nivel de elevación puede variar. En los 
glaucomas en los que dicha elevación es inicialmente baja (es decir, glaucoma de ángulo abierto, glaucoma 
melanocítico) y en algunos glaucomas secundarios, los daños en las células ganglionares de la retina y el nervio 
óptico avanzan de forma lenta. En el glaucoma de ángulo cerrado, la elevación repentina de la PIO suele provocar 
ceguera del ojo, principalmente y sin lugar a dudas como consecuencia del cese del flujo axoplásmico al nivel de la 65 
lámina cribrosa.  
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En los estudios con seres humanos, se ha aceptado de forma generalizada que la isquemia tisular desempeña cierto 
papel en el inicio o el avance del daño del disco óptico que tiene lugar en el glaucoma. La degeneración de las 
células ganglionares de la retina puede consistir en necrosis, pero cabe la posibilidad de que sea apoptosis 
desencadenada por la elevación de la PIO y se cree que son relevantes durante el avance de la enfermedad los 
correspondientes papeles del óxido nítrico y glutamato. (Para una revisión reciente sobre el tema véase Osborne et 5 
al, 2003). 
 
Tratamiento  
 
Aunque la etiología relacionada con el complejo del glaucoma es diversa, el determinante absoluto para seleccionar 10 
la terapia es la cantidad de cambio de presión primario y/o inducido dentro del ángulo iridocorneal.  
 
Las terapias actuales incluyen medicaciones o cirugía que tienen como objetivo reducir la presión, si bien se 
desconocen los mecanismos patofisiológicos a través de los cuales la PIO elevada lleva al daño neuronal en el 
glaucoma.  15 
 
Es posible tratar de suprimir médicamente la PIO elevada empleando cuatro tipos de fármacos: los supresores de 
formación acuosa (entre ellos inhibidores de anhidrasa carbónica, agentes bloqueadores beta-adrenérgicos o 
agonistas de alfa 2-adrenoceptor), mióticos (es decir, parasimpatomiméticos –colinérgicos-, o inhibidores de 
anticolinesterasa); potenciadores de la secreción uveoescleral; y agentes hiperosmóticos (que producen un 20 
gradiente de presión osmótica a través de la barrera sanguínea/acuosa dentro del epitelio ciliar). Los cuatro se 
utilizan en el tratamiento de glaucoma, los tres primeros, generalmente, como tratamiento de emergencia y en el 
control a largo plazo, mientras que los agentes hiperósmoticos son enormemente valiosos como tratamiento de 
emergencia y preoperatorio. Está empezando a aparecer una quinta categoría de fármacos, los agentes 
neuroprotectores, que posiblemente se sumen de forma relevante como otra terapia médica. De hecho, al haberse 25 
observado que los niveles de NOS y glutamato son elevados en el glaucoma y que están relacionados con la 
necrosis o apoptosis de las células ganglionares de la retina, se ha elevado la posibilidad de terapias 
neuroprotectoras e incluso de neuro-regenaración. Por tanto, los inhibidores de NOS que excitan antagonistas de 
aminoácido, antagonistas de receptor de glutamato, inhibidores de apoptosis y bloqueadores del canal de calcio son 
todos ellos potenciales candidatos en el desarrollo de futuras terapias para el glaucoma. Los bloqueadores del canal 30 
de calcio pueden reducir el efecto de un deterioro en la microcirculación a la cabeza del nervio óptico, al tiempo que 
posiblemente aumenten la facilidad de secreción al nivel de las células trabeculares.  
 
Las revisiones sobre diferentes trastornos oculares y sus tratamientos se facilitan en las referencias, en particular en 
Bunce (2005), Costagliola (1995, 2000), Cullinane (2002), Sakaguchi (2002), Shah (2000), y Wang (2005). 35 
 
Las terapias con las que contamos hoy en día aún se quedan cortas y las dificultades prácticas ligadas a la 
evaluación de la facilidad de secreción, la monitorización de la terapia con precisión y la complejidad de las técnicas 
quirúrgicas se combinan para confundir el pronóstico. El factor fundamental de todos los glaucomas es la 
degeneración de las células glanglionares de la retina, así pues la neuroprotección a través de una hipotensión 40 
ocular eficaz es un requisito esencial de cualquier terapia que utilicemos (para una revisión reciente sobre el tema, 
véase Khaw et al 2004b). 
 
El documento WO2004/042024 describe el uso de ARNpi para regular a la baja la expresión de HIF-1 alfa que 
regula a la baja una su vez la expresión VEGF. El control de la expresión del VEGF puede utilizarse para inhibir la 45 
angiogénesis, en particular, en enfermedades como retinopatía diabética, degeneración macular relacionada con la 
edad y ciertos cánceres.  
 
Breve sumario de la invención 
  50 
La presente invención proporciona el uso de ARNpi en la preparación de un medicamento para el tratamiento de una 
afección ocular caracterizada por un aumento de la presión intraocular (PIO), en el que dicho medicamento se 
formula para administración tópica sobre la superficie de la córnea y regula a la baja la expresión de un gen diana en 
el ojo seleccionado del grupo que consiste en anhidrasas carbónicas II, IV y XII; receptores adrenérgicos: beta I y 2 y 
alfa 1A, 1B y 1D; acetilcolinesterasa; ciclooxigenasas 1 y 2; ATPasas; alfa1, alfa2, alfa3, beta1, beta2; molécula de 55 
adhesión leucocitaria al endotelio I (ELAM-1); angiotensina II, Enzimas de conversión de Angiotensina II (ACE I y 
ACE II)), Receptores de Angiotensina II (ATR1 y ATR2) y renina; Cochlin. 
 
También se proporcionan moléculas de ARNpi aisladas para su uso en el tratamiento de una afección ocular 
caracterizada por un aumento de la presión intraocular (PIO) en el paciente, siendo el ARNpi complementario para 60 
una secuencia de nucleótidos seleccionada de SEQ ID 1 a SEQ ID 1829, en la que dicho ARNpi es para 
administración tópica sobre la superficie de la córnea; y composiciones farmacéuticas que comprenden ARNpi.  
 
Otros rasgos de la invención se describen en las reivindicaciones adjuntas.  
 65 
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En la presente divulgación los autores de la invención describen un método para el tratamiento de afecciones 
oculares que se caracterizan por una PIO alterada en animales, incluyendo el ser humano. En particular, las 
afecciones oculares pueden incluir glaucoma, uveítis e inflamación. El método se basa en la regulación a la baja de 
la expresión de genes relacionados con la formación acuosa y la secreción acuosa en el ojo. La regulación a la baja 
se puede llevar a efecto mediante el uso de fracciones de ácido nucleico de doble cadena, denominadas ANic o AN 5 
de interferencia pequeños que se dirigen en interferencia con la expresión de ARNm de varios genes candidatos. 
Los ANic son ARNpi, aunque también se incluyen dentro del alcance de la invención ácidos nucleicos modificados o 
entidades químicamente sintetizadas similares.  
 
Las realizaciones preferentes de la divulgación se refieren a una aplicación tópica de ANic. Las realizaciones de la 10 
divulgación también proporcionan composiciones farmacéuticas para su uso en el tratamiento de afecciones 
oculares. La invención se puede utilizar dentro de los campos de los tratamientos oculares locales, de genes diana 
relacionados en la patogénesis del glaucoma, así como el uso de entidades químicamente sintetizadas para tratar 
enfermedades animales (incluyendo el ser humano).  
 15 
Además del tratamiento de glaucoma, el método de la presente invención también es adecuado para el tratamiento 
de otras enfermedades de la cámara anterior del ojo. En particular, el método se puede aplicar para el tratamiento 
de enfermedades caracterizadas por una alteración en la formación o secreción acuosa en el ojo. Entre los ejemplos 
de afecciones que se pueden tratar se incluyen afecciones locales, tales como infecciones o inflamaciones, y 
afecciones generales, tales como uveítis o expresión de enfermedades sistémicas. Asimismo, ciertas realizaciones 20 
de la invención proporcionan el tratamiento para retinopatía diabética.  
 
Descripción detallada de la invención 
 
Genes diana 25 
 
En la presente divulgación, los autores de la invención definen una lista de genes diana, cuyos niveles de expresión 
pueden alterar la PIO. Dichos genes pueden clasificarse en los grupos de genes relacionados con la formación 
acuosa o el grupo de genes relacionados con la secreción acuosa. Se presenta a continuación una lista de los genes 
diana de los autores de la invención. 30 
 
•  Ahidrasas carbónicas II, IV y XII 
•  Receptores adrenérgicos: beta1 y 2 y alfa 1A, 1B y 1D 
•  Acetilcolinesterasa 
•  Ciclooxigenasas 1 y 2 35 
•  ATPasas: alfa1, alfa2, alfa3, beta1, beta2 
•  Molécula de adhesión leucocitaria al endotelio I (ELAM-1) 
•  Sistema de Angiotensina: Angiotensina II, Enzimas de conversión de Angiotensina II (ACE I y ACE II), 

Receptores de Angiotensina II (ATR1 y ATR2) y Renina 
•  Cochlin 40 
 
Diseño de ANic 
 
Aunque siguen siendo desconocidos los mecanismos para ARNi, las etapas necesarias para generar 
oligonucleótidos de ARNds específicos sí que están claras. Se ha demostrado que las cadenas bicatenarias de 45 
ARNds que tienen una longitud de 21-26 nucleótidos son las que funcionan con la mayor eficacia para producir 
interferencia de ARN. La selección de la región homóloga derecha dentro del gen también es importante. Factores 
como la distancia desde el codón de partida, el contenido G/C y la localización de los dímeros de adenosina son 
importantes a la hora de considerar la generación de ARNds para ARNi. Sin embargo, una consecuencia de ello es 
que tal vez sea necesario someter a ensayo diferentes secuencias para determinar el ARNi más eficaz y es posible 50 
que resulte costoso.  
 
En 1999, Tuschl et al., descifraron el efecto silenciador de ARNpi demostrando que su eficacia va en función de la 
longitud del bicaternario, la longitud del extremo 3’ protuberante, y la secuencia en estos protuberantes. Sobre la 
base de este trabajo, Eurogentec recomienda que la región de ARNm diana y, por tanto, la secuencia del bicatenario 55 
ARNpi deberían seleccionarse utilizando las siguientes directrices:  
 
Dado que ARNi depende del establecimiento de interacciones de proteínas complejas, es evidente que la diana de 
ARNm debería estar desprovista de factores de unión no relacionados. En este contexto, tanto las regiones sin 
traducir 5’ y 3’ (UTR) como las regiones cerca del codón de partida deberán evitarse ya que pueden ser más ricas en 60 
sitios de unión a proteína reguladora. La secuencia de ARNpi se selecciona por tanto del siguiente modo:  
  
•  En la secuencia de ARNm, se selecciona una región localizada de 50 a 100 nt en dirección 3’ del codón de 

partida AUG o en dirección 5’ del codón de terminación.  
•  En esta región, se buscan las siguientes regiones: AA(N19), CA(N19). 65 
•  Se calcula el porcentaje G/C para cada secuencia identificada. Idealmente, el contenido G/C es 50 % pero puede 
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ser menos de 70 % o más de 30 %.  
•  Preferentemente, se evitan las secuencias que contienen las siguientes repeticiones: AAA, CCC, GGG, TTT, 

AAAA, CCCC, GGGG, TTTT. 
•  Se realiza una predicción de accesibilidad de acuerdo con la estructura secundaria del ARNm también.  
•  Se realiza también un análisis BLAST (es decir, base de datos EST de NCBI) con la secuencia de nucleótidos 5 

que se ajusta mejor a los criterios anteriores para asegurar que solamente se va a inactivar a un gen.  
 
Para maximizar la interpretación del resultado, se deberán adoptar las siguientes precauciones cuando se utiliza 
ARNpi: 
 10 
•  Examinar siempre las monocadenas sentido y antisentido en experimentos por separado.  
•  Probar un bicatenario de ARNpi desordenado. Éste debería tener la misma composición de nucleótidos que el 

ARNpi obtenido pero carecerá de homología de secuencia significativa con cualquier otro gen (incluyendo el 
obtenido).  

•  Si es posible, silenciar el mismo gen con dos bicatenarios ARNpi independientes para controlar la especificidad 15 
del proceso de silenciamiento.  

 
 Prácticamente, se introduce cada uno de los genes seleccionados como una secuencia de nucleótidos en un 

programa de predicción que tiene en cuenta todas las variables que se han descrito para el diseño de 
oligonucleótidos óptimos. El programa explora cualquier secuencia de nucleótidos de ARNm para las regiones 20 
susceptibles de direccionamiento a través de ARNpi. El resultado de este análisis es una puntuación de posibles 
oligonucleótidos de ARNpi. Las puntaciones más altas se utilizan para diseñar oligonucleótidos de ARN de doble 
cadena (normalmente de 21 pb de longitud, aunque son posibles también otras longitudes) que se obtienen 
normalmente por síntesis química.  

 25 
Además de ARNpi, se pueden utilizar también nucleótidos modificados. Los autores de la invención prevén examinar 
varias modificaciones químicas que son muy conocidas en la técnica. Dichas modificaciones tienen por objetivo 
aumentar la estabilidad o disponibilidad del ANic.  
 
En las publicaciones que se enumeran más adelante en las referencias, se describen ejemplos de modificaciones 30 
adecuadas, incorporándose cada una de ellas en el presente documento como referencia.  
 
Los estudios demuestran que reemplazar los segmentos de nucleótidos protuberantes 3’-terminales de un 
bicatenario ARNpi de 21 meros que tiene dos nucleótidos protuberantes en 3’ con desoxiribunucleótidos no tiene un 
efecto adverso en la actividad de ARNi. Se ha notificado que el reemplazamiento de hasta cuatro nucleótidos en 35 
cada extremo de ARNpi con desoxiribonucleotidos se tolera bien, mientras que la completa sustitución con 
desoxiribonucleótidos tiene como resultado la falta de actividad de ARNi (Elbashir 2001). Por otra parte, Elbashir et 
al. También notifican que la sustitución de ARNpi con 2’-O- metil nucleótidos elimina completamente la actividad de 
ARNi. 
 40 
Se pueden utilizar nucleósidos modificados por afinidad, tal como se describe en el documento WO2005/044976. En 
dicha publicación se describen oligonucleótidos que comprenden nucleósidos modificados para tener una mayor o 
menor afinidad para su nucleótido complementario en el ARNm diana y/o la cadena ANic complementaria.  
 
En el documento GB2406568 se describen oligonucleótidos modificados alternativos modificados químicamente 45 
para proporcionar una mejor resistencia una la degradación o una mejor absorción. Entre los ejemplos de dichas 
modificaciones se incluyen uniones de internucleótido de fosforotioato, 2’-O-metil ribonucleótidos, 2’-desoxi-fluoro 
ribonucleótidos, 2’-desoxi ribonucleótidos, nucleótidos de " base universal", 5-C-metil nucleótidos y la incorporación 
de un resto desoixiabásico invertido.  
 50 
En el documento WO2004/029212 se describen oligonucleótidos modificados para potenciar la estabilidad del ARNpi 
o para aumentar la eficacia del direccionamiento. Las modificaciones incluyen reticulación química entre dos 
cadenas complementarias de un ARNpi y modificación química de un término 3’ de una cadena de un ARNpi. Las 
modificaciones preferentes son modificaciones internas, por ejemplo modificaciones de azúcar, modificaciones de 
nucleobase y/o modificaciones de la cadena principal. Se describen ribonucleotidos 2’-fluoro modificados y 2’-desoxi 55 
ribonucleótidos. 
 
En el documento WO2005/040537 se citan además oligonucleótidos modificados que se pueden utilizar.  
 
Además de emplear ANdc y ANdc modificados, la presente invención puede utilizar AN horquillado corto (ANhc); las 60 
dos cadenas de la molécula de ANic pueden estar conectadas por una región de engarce, que puede ser un engarce 
de nucleótido o un engarce no nucleótido.  
 
Además de ANic que es perfectamente complementario de la región diana, se pueden utilizar secuencias de ANic 
redundantes para dirigirse a regiones homólogas diana. En el documento WO2005/045037 se describe el diseño de 65 
moléculas ANic para dirigir dichas secuencias homólogas, por ejemplo incorporando pares de base no canónicos, 
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por ejemplo, apareamientos erróneos y/o pares de base tambaleantes, que pueden proporcionar secuencias diana 
adicionales. En los casos en los que se identifican apareamientos erróneos, se pueden utilizar pares de base no 
canónicos (por ejemplo, apareamientos erróneos y/o bases tambaleantes) para generar moléculas ANic que se 
dirijan a más de una secuencia génica. En un ejemplo no exhaustivo, se utilizan pares de base no canónicos como 
pares de base UU y CC, para generar moléculas ANic que son capaces de dirigirse a secuencias para diferentes 5 
dianas que comparten homología de secuencia. Siendo así, una ventaja del uso de ANic de la invención es que se 
puede diseñar un ANic único para que incluya una secuencia de ácidos nucleicos que es complementaria de la 
secuencia de nucleótidos que se conserva entre genes homólogos. En este enfoque, se puede utilizar un solo ANic 
para inhibir la expresión de más de un gen en lugar de utilizar más de una molécula ANic para dirigirse a diferentes 
genes.  10 
 
Las moléculas de ANic de la invención tienen doble cadena. Una molécula de ANic de la invención puede 
comprender extremos romos, es decir extremos que no incluyen ningún nucleótido protuberante. En una realización, 
una molécula ANic de la invención puede comprender uno o más extremos romos. En realizaciones preferentes, las 
moléculas ANic tienen protuberantes en 3’. Las moléculas ANic de la invención pueden comprender moléculas de 15 
ácido nucleico bicatenario protuberante en 3’ con n nucleótidos (5≥n≥1). Elbashir (2001) demuestra que los 
bicatenarios de ARNpi de 21 nucleótidos son sobre todo activos cuando contienen dinucleótidos protuberantes 3’-
terminales.  
 
Los oligonucleótidos candidatos se filtran además para la conservación de secuencia entre especies para facilitar la 20 
transición desde estudios con animales a estudios clínicos con seres humanos. En realizaciones preferentes de la 
invención, se utilizan oligonucleótidos conservados; esto permite utilizar una sola secuencia de oligonucleótidos 
tanto en modelos animales como en pruebas clínicas con seres humanos.  
 
En la Figura 1, se muestran los números de registro del GenBank que corresponden a los genes diana humanos 25 
seleccionados. En algunos de estos genes, el corte y empalme alternativo produce una familia de transcritos que 
difieren en el contenido de exones. La presente invención permite el direccionamiento individual de cada forma de 
transcripción.  
 
En la Figura 2 se muestran las secuencias de oligonucleótidos seleccionadas contra las que se dirige ARNi. Las 30 
secuencias desplegadas son secuencias de ADN a las que se dirige ANic. Por lo tanto, la invención haría uso de 
bicatenarios AN con secuencias complementarias a las secuencias de ADN indicadas.  
 
Las secuencias que se muestran en la Figura 2 no son exhaustivas. De hecho, el ADN diana no tiene por qué estar 
precedido necesariamente por AA o CA. Asimismo, el ADN diana podría estar constituido por secuencias incluidas 35 
en la Figura 2 flanqueadas por cualquier secuencia continua.  
 
Estudios con animales e in vitro 
 
Obtención de bicatenarios de ARNpi 40 
 
Preferentemente, los ARN se sintetizan químicamente utilizando fosforamiditas de ribonucleósido protegidas 
apropiadamente y un sintetizador ADN/ARN convencional. La sustitución de una o ambas cadenas de un bicatenario 
ARNpi por 2’-desoxi o 2’-O-metil oligoribonucleótidos eliminó el silenciamiento en extracto de mosca (Elbashir et al. 
2001). En células de mamífero, sin embargo, parece posible sustituir el ARNpi sentido por un 2’-O-metil 45 
oligoribonucleotido (Ge et al. 2003). 
 
Es sobre todo conveniente obtener los ARNpi a partir de proveedores de oligo síntesis de ARN comerciales, que 
venden productos de síntesis de ARN de diferentes calidades y precios. En general, los ARN de 21 nt no son 
demasiado difíciles de sintetizar y se proporcionan fácilmente en una calidad adecuada para ARNi.  50 
 
Entre los proveedores de reactivos de síntesis de ARN se incluyen Proligo (Hamburgo, Alemania), Dharmacon 
Research (Lafayette, CO, Estados Unidos), Glen Research (Sterling, VA, Estados Unidos), ChemGenes (Ashland, 
MA, Estados Unidos) y Cruachem (Glasgow, Reino Unido), Qiagen (Alemania), Ambion (Estados Unidos) e 
Invitrogen (Escocia). Las empresas de síntesis de ARN por encargo anteriores tienen derecho a proporcionar ARNpi 55 
con una licencia para validación de diana. En particular, los proveedores de ARNpi de los autores de la invención 
son Ambion, Dharmacon e Invitrogen, empresas que ofrecen un servicio de síntesis química de encargo tradicional 
para ARNpi y suministran el ARNpi con purificación por HPLC y suministrado en forma seca junto con agua sin 
ARNasa. Un recurso basado en un sitio web central para metodologías ARNi y ARNpi, junto con los enlaces para 
productos y servicios relacionados con ARNpi adicionales puede encontrarse en la página web de los proveedores 60 
que se han mencionado.  
 
Cuando se trabaja con moléculas de ARN monocatenarias es necesaria una etapa de hibridación. Es crucial que 
todas las etapas de manipulación se lleven a cabo en condiciones estériles, sin ARNasa. Para hibridar los ARN, 
primero se ha de hacer el recuento de oligos por absorción de UV a 260 nanómetros (nm). A continuación, se aplica 65 
el siguiente protocolo basado en Elbashir et al. (2001) para la hibridación:  
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•  Se separan partes alícuotas y se diluyen cada oligo de ARN a una concentración de 50 µM. 
•  Se combinan 30 µl de cada solución de oligo de ARN y 15 µl de tampón de hibridación5X. La concentración de 

tampón final es: 100 mM de acetato de potasio; 30 mM HEPES-KOH, pH 7,4, 2 mM acetato de magnesio. El 
volumen final es 75 µl. 

•  Se incuba la solución durante 1 minuto a 90 °C, se centrifuga el tubo durante 15 segundos, se deja reposar 1 5 
durante 1 hora a 37 °C, a continuación se utiliza una temperatura ambiente. Se puede almacenar la solución 
congelada a -20 °C y congelar-descongelar hasta 5 veces. La concentración final de bicatenario ARNpi es 
normalmente 20 µM. 

 
Alternativamente, se puede adquirir de los proveedores ARNds ya hibridados.  10 
 
También se pueden utilizar ácidos nucleicos químicamente modificados. Por ejemplo, en el documento 
WO03/070744, se ofrece una descripción de los tipos de modificación que se puede utilizar. Se debe prestar una 
especial atención a las páginas 11 a 21 de dicha publicación. Otras posibles modificaciones son las que se han 
descrito. Las personas especializadas en la técnica conocerán otros tipos de modificación química que se puede 15 
incorporar en las moléculas de ARN.  
 
Sistema in vitro 
 
Para comprobar la especificidad de la interferencia de ARNpi, se emplearon diferentes cultivos de células que 20 
expresan los genes diana. Las células utilizadas para estos experimentos fueron: células NPE de epitelio ciliar no 
pigmentado de conejo, células OMDC de epitelio ciliar humanas y células HEK293 de riñón embrioncito humano. Se 
incubaron las células con los correspondientes bicatenarios de ARNpi y se llevó a cabo el análisis de la regulación a 
la baja de la expresión del gen diana. Para la unión ARNpi silenciado con fenotipos específicos en células de cultivo, 
es necesario demostrar la reducción de la proteína dirigida o al menos demostrar la reducción del ARNm dirigido.  25 
 
Los niveles de ARNm del gen diana se pueden cuantificar por PCR en tiempo real (RT-PCR). Asimismo, se pueden 
determinar los niveles de proteínas de diversas formas conocidas dentro de la técnica, tales como análisis de 
transferencia de Western con anticuerpos específicos para las diferentes dianas que permiten la monitorización 
directa de la reducción de la proteína dirigida. 30 
 
Transfección de bicatenarios ARNpi 
 
A continuación, se mencionan varios ejemplos de técnicas muy conocidas en la técnica: se puede realizar una 
transfección simple de bicatenarios ARNpi utilizando un lípido catiónico, como reactivo de transfección RNAiFect 35 
(Qiagen) y reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y determinar el silenciamiento 24, 28 y 72 horas después de la 
transfección. 
 
Se puede aplicar un protocolo de transfección típico del siguiente modo: Para un pocillo de una placa de 6 pocillos, 
se lleva a cabo la transfección utilizando 100 nM de concentración final de ARNpi. Siguiendo el protocolo de 40 
RNAiFect, se siembran el día antes de la transfección, 2-4 x 105 células por pocillo en 3 ml de medio de crecimiento 
adecuado que contiene DMEM, 10 % de suero, antibióticos y glutamina, y se incuban las células en condiciones de 
crecimiento normales (37 °C y 5 % CO2). El día de la transfección, las células han de estar a un 30-50 % de 
confluencia. Se diluyen 15 ul de 20uM bicatenario ARNpi (que corresponde a 100 nM de concentración final) en 85 
ul de tampón ECR, para dar un volumen final de 100 ul, y se mezcla con vórtice. Para la formación del complejo, se 45 
añaden 19 ul de reactivo de transfección RNAiFect al ARNpi diluido y se mezcla por pipeteado o formación de 
vórtice. Después de la incubación de las muestras durante 10-15 minutos a temperatura ambiente para permitir la 
formación de complejos de transfección, se añaden los complejos gota a gota a las células con 1,9 ml de medio de 
crecimiento nuevo bajo en antibióticos. Después de agitar en torbellino las placas para asegurar una distribución 
uniforme de los complejos de transfección, se incuban las células en sus condiciones de crecimiento normales. Al 50 
día siguiente, se extraen los complejos y se añade medio de crecimiento nuevo y completo. Para llevar un 
seguimiento del silenciamiento génico, se recogen las células a las 24, 48 y 72 horas de la transfección. El protocolo 
del reactivo Lipofectamine 2000 es bastante similar. El día antes de la transfección, se siembran 2-4 x 105 células 
por pocillo en 3 ml de un medio de crecimiento apropiado que contiene DMEM, 10% suero, antibióticos y glutamina y 
se incuban las células en condiciones de crecimiento normal (37 °C y 5 % CO2). El día de la transfección, las células 55 
deben tener un 30-50 % de confluencia. Se diluyen 12,5 ul de 20uM bicatenario ARNpi (que corresponde a 100 nM 
de concentración final) en 250 ul de DMEM, para dar un volumen final de 262,5 ul y se mezcla. Asimismo, se diluyen 
6ul de Lipofectamine 2000 en 250 ul de DMEM y se mezcla. Al cabo de 5 minutos de incubación a temperatura 
ambiente, se combinan el oligómero diluido y la Lipofectamine diluida para permitir la formación de complejo durante 
20 minutos de incubación a temperatura ambiente. A continuación, se añaden los complejos gota a gota en las 60 
células con 2 ml de medio de cultivo nuevo bajo en antibióticos y se mezcla suavemente balanceando la placa de 
atrás hacia delante para asegurar una distribución uniforme de los complejos de transfección. Se incuban las células 
en sus condiciones de crecimiento normales y al día siguiente, se extraen los complejos y se añade medio de 
crecimiento nuevo y completo. Para llevar un seguimiento del silenciamiento génico, se recogieron las células 24, 48 
y 72 horas después de la transfección. 65 
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La eficiencia de la transfección puede depender del tipo de célula, pero también del número de paso y la confluencia 
de las células. El tiempo y la manera en que se forman los complejos ARNpi-liposoma (p.ej. inversión frente a 
vórtice) también son cruciales. Las eficiencias de transfección bajas son la causa más frecuente de un 
silenciamiento fallido. Una buena transfección no es una cuestión trivial y requiere un examen cuidadoso con cada 
nueva célula que se utilice. La eficiencia de transfección puede determinarse por transfección de genes 5 
informadores, por ejemplo, un plásmido de expresión de EGFP activado por CMV (p.ej. de Clontech) o un plásmido 
de expresión de BGal, y evaluarse después por microscopia de contraste de fases y/o fluorescencia al día siguiente.  
 
Ensayo de ARNpi bicatenarios 
 10 
Dependiendo de la abundancia y el tiempo de vida (o renovación) de la proteína dirigida, un fenotipo silenciado 
puede ser aparente al cabo de 1 a 3 días o incluso más tarde. En los casos en los que no se observa fenotipo, se 
puede observar el agotamiento de la proteína por inmunofluorescencia o transferencia de Western.  
 
Después de las transfecciones, se pre-trató el total de las fracciones de ARN extraídas de las células con ADNasa I 15 
y se utilizaron para transcripción inversa utilizando un cebador aleatorio. La PCR se amplifica con un par de 
cebadores específicos que cubren al menos una unión exón-exón para controlar la amplificación de pre-ARNm. La 
RT/PCR de un ARNm no dirigido también es necesaria como control. La supresión eficaz de ARNm a pesar de la 
reducción aún no detectable de la proteína diana puede indicar que tal vez exista una gran reserva de proteína 
estable en la célula. Alternativamente, se puede emplear la amplificación por PCR en tiempo real para examinar de 20 
una forma más precisa la disminución o desaparición de ARNm. La PCR de transcriptasa inversa (RT) en tiempo 
real cuantifica la cantidad inicial de la matriz de manera muy específica, sensible y reproducible. La PCR en tiempo 
real lleva un seguimiento de la fluorescencia emitida durante la reacción como indicador de la producción de 
amplicón durante cada ciclo de PCR. Esta señal aumenta en proporción directa con la cantidad de producto de PCR 
en una reacción. Al registrar la cantidad de emisión fluorescente en cada ciclo, es posible llevar un seguimiento de la 25 
reacción de PCR durante la fase exponencial, en la que el primer aumento significativo en la cantidad de producto 
de PCR está correlacionado con la cantidad inicial de la matriz diana.  
 
Para verificar el patrón de interferencia de los genes que se expresan de forma diferente identificados en los cultivos 
celulares, se llevó a cabo qRT-PCR de acuerdo con el protocolo del fabricante. Para la RT-PCR cuantitativa (qRT-30 
PCR), se utilizaron aproximadamente 250 ng del ARN total para la transcripción inversa seguido de amplificación por 
PCR con cebadores específicos para cada gen en la mezcla de reacción que contenía Master SYBR Green I. Las 
condiciones de PCR básicas comprendieron una etapa inicial de 30 minutos a 91 °C, seguido de 40 ciclos de 5 s a 
95 °C, 10 s a 62 °C y 15 s a 72 °C. Se utilizaron las secuencias de cebador específicas correspondientes a cada gen 
diana. Se empleó la cuantificación de ARNm de la b-actina como control para la normalización de datos. Las 35 
comparaciones de la expresión génica relativas funcionan mejor cuando la expresión génica del control 
endógeno/interno elegido es más abundante y permanece constante, en proporción con el ARN total, entre las 
muestras. Al utilizar un control endógeno invariante como referencia activa, la cuantificación de una diana de ARNm 
puede normalizarse para las diferencias en la cantidad de ARN total añadidas a cada reacción.  
 40 
Formulaciones farmacéuticas 
 
La presente divulgación puede comprender la administración de una o más especies de moléculas ANic 
simultáneamente. Dichas especies se pueden seleccionar para dirigirse a uno o más genes diana.  
 45 
Las moléculas ANic de la invención y las formulaciones o composiciones de la misma se administran por vía tópica 
(p.ej. localmente) en el ojo, tal como se conoce de forma general en la técnica. Por ejemplo, una molécula de ANic 
puede comprender un vehículo de entrega, incluyendo liposomas, para su administración a un paciente. Pueden 
estar presentes en formulaciones farmacéuticamente aceptables vehículos y diluyentes y sus sales. Las moléculas 
de ácido nucleico pueden administrarse a las células a través de diferentes métodos conocidos entre las personas 50 
especializadas en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a ellas, encapsulación en liposomas, por iontoforesis, o 
por incorporación en otros vehículos, como polímeros biodegradables, hidrogeles, ciclodextrinas poli(ácido láctico-
co-glicólico) (PLGA) y microesferas de PLCA, nanocápsulas biodegradables y microesferas bioadhesivas o a través 
de vectores proteináceos. En otra realización, las moléculas de ácido nucleico de la divulgación también se pueden 
formular o formar complejo con polietilenimina y derivados de la misma, como por ejemplo polietilenimina-55 
polietilenglicol-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-GAL) o derivados de polietilenimina-polietilenglicol-tri-N-
acetilgalactosamina (PEI-PEG-triGAL). 
 
Una molécula de ANic de la divulgación puede formar complejo con agentes de interrupción de la membrana y/o un 
lípido catiónico o una molécula de lípido auxiliar.  60 
 
Los sistemas de administración que se pueden utilizar con la divulgación incluyen por ejemplo geles acuosos y no 
acuosos, cremas, emulsiones múltiples, microemulsiones, liposomas, pomadas, soluciones acuosas y no acuosas, 
lociones, aerosoles, bases de hidrocarburo y polvos, y pueden contener excipientes como solubilizantes, 
potenciadores de la permeación (p.ej. ácidos grasos, ésteres de ácidos grasos, alcoholes grasos y aminoácidos) y 65 
polímeros hidrófilos (p.ej. policarbofilo y polivinil pirrolidona). En una realización, el vehículo farmacéuticamente 
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aceptable es liposoma o un potenciador transdérmico.  
 
Una formulación farmacéutica según la divulgación se presenta en una forma adecuada para su administración, 
p.ej., administración sistémica o local, a una célula o sujeto, incluyendo por ejemplo un ser humano. Las formas 
adecuadas dependerán en parte del uso o de la ruta de entrada, como por ejemplo oral, transdérmica o inyección. 5 
Otros factores son conocidos en la técnica e incluyen consideraciones como la toxicidad y las formas que evitan que 
la composición o composición ejerza su efecto.  
 
La presente divulgación incluye también composiciones preparadas para su almacenamiento o administración que 
incluyen una cantidad farmacéuticamente eficaz de los compuestos deseados en un vehículo o diluyente 10 
farmacéuticamente aceptable. Los vehículos o diluyentes aceptables para su uso terapéutico son muy conocidos en 
la técnica farmacéutica. Por ejemplo, se pueden proporcionar conservantes, estabilizantes, colorantes y agentes 
aromatizantes. Entre ellos se incluyen benzoato sódico, ácido sórbico y ésteres de ácido p-hidroxibenzoico. Además, 
se pueden utilizar antioxidantes y agentes de suspensión.  
 15 
La dosis farmacéuticamente eficaz es la requerida para evitar, inhibir la aparición o tratar (aliviar un síntoma en algún 
grado, preferentemente todos los síntomas) de una patología. La dosis farmacéuticamente eficaz depende del tipo 
de enfermedad, la composición utilizada, la ruta de administración, el tipo de mamífero que se está tratando, las 
características físicas del mamífero concreto que se está considerando, la medicación concurrente y otros factores 
que podrán reconocer las personas especializadas en la técnica médica.  20 
 
Generalmente, se administra una cantidad comprendida entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg de peso corporal al día de 
principio activo.  
 
Las formulaciones de la divulgación se pueden administrar en formulaciones de dosis unitaria que contienen 25 
excipientes, adyuvantes y/o vehículos farmacéuticamente aceptables no tóxicos convencionales. Las formulaciones 
pueden presentarse en una forma adecuada para uso oral, como por ejemplo comprimidos, trociscos, grageas, 
suspensiones acuosas u oleosas, polvos o granulados dispersables, emulsiones, cápsulas duras o blandas o 
jarabes o elixires. Las composiciones destinadas a un uso oral se pueden preparar con arreglo a un método 
conocido en la técnica para la fabricación de composiciones farmacéuticas y dichas composiciones pueden contener 30 
uno o más agentes edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes colorantes o agentes conservantes para 
proporcionar preparaciones elegantes y agradables al paladar. Los comprimidos contienen el principio activo 
mezclado con excipientes farmacéuticamente aceptables no tóxicos que son adecuados para la fabricación de 
comprimidos.  
 35 
Estos excipientes pueden ser por ejemplo diluyentes inertes, tales como carbonato cálcico, carbonato sódico, 
lactosa, fosfato cálcico o fosfato sódico; agentes de granulado y disgregantes, como por ejemplo almidón de maíz o 
ácido algínico; agentes aglutinantes, como por ejemplo almidón, gelatina o acacia; y agentes lubricantes, como por 
ejemplo estearato de magnesio, ácido esteárico o talco. Las tabletas pueden estar sin revestir o pueden estar 
revestidas a través de técnicas conocidas. En algunos casos, dichos revestimientos se pueden preparar a través de 40 
técnicas conocidas para retrasar la disgregación y la absorción en el tracto gastrointestinal y proporcionar así una 
acción sostenida a lo largo de un período de tiempo más prolongado. Por ejemplo, se puede emplear un material de 
retardación como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo.  
 
Las formulaciones para uso oral también pueden presentarse como cápsulas de gelatina dura, en las que el principio 45 
activo se mezcla con un diluyente sólido inerte, como por ejemplo, carbonato cálcico, fosfato cálcico o caolín, o 
como cápsulas de gelatina blanda, en las que se mezcla el principio activo con agua o un medio oleoso, como por 
ejemplo aceite de cacahuete, parafina líquida o aceite de oliva.  
 
Las suspensiones acuosas contienen los principios activos mezclados con excipientes adecuados para la fabricación 50 
de las suspensiones acuosas. Dichos excipientes son agentes de suspensión, como por ejemplo carboximetil 
celulosa sódica, metil celulosa, hidroxipropil metil celulosa, alginato sódico, polivinil pirrolidona, goma de tragacanto 
y goma de acacia; los agentes de humectación o de dispersión pueden ser fosfatidas de origen natural, como por 
ejemplo lecitina o productos de condensación de un óxido de alquileno con ácidos grasos, como por ejemplo 
estearato de polioxietileno, o productos de condensación de óxido de etileno con alcoholes alifáticos de cadena 55 
larga, por ejemplo heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensación de óxido de etileno con ésteres parciales 
derivados de ácidos grasos y un hexitol como monooleato de polioxietilen sorbitol, o productos de condensación de 
óxido de etileno con ésteres parciales derivados de ácidos grasos y anhídridos de hexitol, como por ejemplo 
monooleato de polietilen sorbitano. Las suspensiones acuosas pueden contener también uno o más conservantes, 
como por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo o n-propilo, uno o más agentes colorantes, uno o más agentes 60 
aromatizantes y uno o más agentes edulcorantes, como sacarosa o sacarina.  
  
Se pueden formular suspensiones oleosas suspendiendo los principios activos en aceite vegetal, como por ejemplo 
aceite araquis, aceite de oliva, aceite de sésamo o aceite de coco, o en un aceite mineral, como parafina líquida. Las 
suspensiones oleosas pueden contener un agente espesante, como por ejemplo cera de abeja, parafina dura o 65 
alcohol cetílico. Se pueden añadir agentes edulcorantes y los agentes aromatizantes para proporcionar 
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preparaciones orales agradables para el paladar. Dichas composiciones pueden conservarse mediante la adición de 
un antioxidante, como por ejemplo ácido ascórbico.  
 
Los polvos y granulados dispersables adecuados para la preparación de una suspensión acuosa mediante la adición 
de agua proporcionan el principio activo mezclado con un agente de dispersión o humectación, un agente de 5 
suspensión y uno o más conservantes. Entre los ejemplos de agentes de dispersión o humectación o los agentes de 
suspensión adecuados se incluyen los mencionados anteriormente. Asimismo, pueden estar presentes excipientes 
adicionales como por ejemplo agentes edulcorantes, aromatizantes y colorantes.  
 
Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse también en forma de emulsiones aceite en agua. La fase 10 
oleosa puede consistir en un aceite vegetal o un aceite mineral, o mezclas de ellos. Entre los agentes emulsionantes 
adecuados se incluyen gomas naturales, como por ejemplo goma de acacia o goma de tragacanto, fosfatidas 
naturales, como por ejemplo soja, lecitina, y ésteres o ésteres parciales derivados de ácidos grasos y hexitol, 
anhídridos, como por ejemplo monooleato de sorbitano, y productos de condensación de dichos ésteres parciales 
con óxido de etileno, como por ejemplo, monooleato de polioxietileno. Las emulsiones pueden contener también 15 
agentes edulcorantes y aromatizantes.  
 
Se pueden formular siropes y elixires con agentes edulcorantes, como por ejemplo glicerol, propilen glicol, sorbitol, 
glucosa o sacarosa. Dichas formulaciones pueden contener también un desemulsionante, un conservante y agentes 
aromatizantes y colorantes. Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse en forma de una suspensión 20 
acuosa u oleaginosa inyectable.  
 
Dicha suspensión se puede formular de acuerdo con la técnica conocida utilizando los agentes de dispersión o 
humectación y los agentes de suspensión adecuados que se han mencionado anteriormente. 
 25 
La preparación estéril inyectable también puede ser una solución o suspensión inyectable estéril en un diluyente o 
disolvente parentalmente aceptable no tóxico, como por ejemplo una solución en 1,3-butanodiol. Entre los vehículos 
y disolventes aceptables que se pueden emplear se incluyen agua, solución de Ringer y solución isotónica de 
cloruro sódico. Asimismo, como disolventes o medios de suspensión se emplean convencionalmente aceites 
estériles no volátiles. Para este fin, se puede emplear cualquier aceite no volátil suave, incluyendo mono o 30 
diglicéridos sintéticos. Asimismo, ácidos grasos como ácido oleico tienen cabida en la preparación de inyectables.  
 
Se pueden administrar también las moléculas de ácido nucleico en forma de supositorios, p.ej., para administración 
rectal del fármaco. Dichas composiciones se pueden preparar mezclando el fármaco con un excipiente no irritante 
adecuado que sea sólido a temperaturas ordinarias, pero líquido a la temperatura rectal y que por tanto se funda en 35 
el recto para liberar el fármaco. Dichos materiales incluyen mantequilla de cacao y polietilen glicoles.  
 
Las moléculas de ácido nucleico se pueden administrar por vía parenteral en un medio estéril. El fármaco, 
dependiendo del vehículo y la concentración utilizada, se puede suspender o disolver en el vehículo. 
Ventajosamente, se pueden disolver adyuvantes en el vehículo, como por ejemplo anestésicos, conservantes y 40 
agentes de tampón.  
  
Debe entenderse que el nivel de dosis específico para cualquier paciente en particular dependerá de diversos 
factores, entre los que se incluyen la actividad del compuesto específico empleado, la edad, el peso corporal, la 
salud general, el sexo, la dieta, el momento de administración, la ruta de administración, la velocidad de excreción, 45 
la combinación de fármacos y la gravedad de la enfermedad en particular que se somete a terapia.  
 
Para la administración a animales no humanos, la composición se puede añadir al forraje o el agua que se dé a 
beber al animal. Puede ser conveniente formular las composiciones de forraje o de agua que se dé a beber al animal 
de modo que el animal consuma una cantidad terapéuticamente apropiada de la composición en combinación con 50 
su dieta. Puede ser también conveniente presentar la composición como un premezclado para añadirlo al forraje o al 
agua que se dé a beber.  
 
Las moléculas de ácido nucleico de la presente invención también se pueden administrar a un paciente en 
combinación con otros compuestos terapéuticos para aumentar el efecto terapéutico global. El uso de múltiples 55 
compuestos para tratar una indicación puede aumentar los efectos beneficiosos al tiempo que se reduce la 
presencia de efectos secundarios.  
 
Alternativamente, pueden expresarse ciertas moléculas de ANic dentro de las células de promotores eucariotas. Se 
pueden entregar vectores recombinantes capaces de expresar moléculas ANic y persistir en células dianas. 60 
Alternativamente, se pueden utilizar vectores que proporcionen una expresión transitoria de moléculas de ácido 
nucleico. Se puede repetir la administración de dichos vectores tantas veces como sea necesario. Una vez 
expresada, la molécula de ANic interactúa con el ARNm diana y genera una respuesta ARNi. La entrega de la 
molécula de ANic que expresa vectores puede ser sistémica, como por ejemplo por administración intravenosa o 
intramuscular, por administración a las células diana explantadas desde el paciente seguido de la reintroducción en 65 
el paciente o a través de otros medios que permitan la introducción en la célula diana deseada.  
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Estudios con animales 
 
El conejo de Nueva Zelanda es el criterio de referencia en las plataformas experimentales diseñadas para estudiar 
PIO. Es fácil de manejar y tiene los ojos grandes, de tamaño similar al del órgano humano. Por otra parte, el equipo 
actual para medir PIO no es adecuado para su uso en animales con los ojos pequeños, como puedan ser ratones o 5 
ratas. Por último, los conejos tienen una PIO (en torno a 23 mm Hg) que se puede reducir a un 40 % de su valor 
utilizando medicación hipotensora comercial local. Por tanto, aunque es posible generar modelos de glaucoma de 
conejo (por ejemplo, bloqueo quirúrgico de venas epiescleróticas u oclusión artificial de la red trabecular), se 
utilizaron conejos normotensos, ya que, en manos de los autores de la invención, la disminución farmacológica de la 
PIO se puede medir fácilmente y de forma reproducible.  10 
 
Protocolo experimental 
 
Se utilizaron conejos blancos de Nueva Zelanda normotensos (machos, 2-3 kg). Se mantuvo a los animales en 
jaulas individuales con libre acceso a la comida y al agua. Se los sometió a ciclos de luz/oscuridad de 12 horas de 15 
forma artificial, para evitar oscilaciones circadianas no controladas de la PIO. La manipulación y el tratamiento de los 
animales se llevaron a cabo de conformidad con la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas 
(86/609/EEC) y la declaración de la asociación de Investigación en Visión y Oftalmología sobre el Uso de Animales 
en la Investigación en Oftalmología y Visión. 
 20 
Normalmente, los fármacos se administraron por instilación de un pequeño volumen (normalmente 40 µl) en la 
superficie de la córnea. Se trataron los ojos contralaterales con el vehículo solamente y se pudieron utilizar en cada 
experimento como controles a no ser que se produjera un fenómeno de simpatía con el otro ojo. Se deben evitar 
múltiples experimentos en el mismo animal.  
 25 
Las mediciones de la PIO se realizaron utilizando un tonómetro de contacto (TONOPEN XL, Mentor, Norwell, 
Massachusetts). El tonómetro TonoPen es muy conveniente por su fiabilidad y su tamaño reducido. Se realizaron las 
mediciones con este instrumento de forma delicada aplicando el sensor del tonómetro a la superficie de la córnea. 
Se ha demostrado que este dispositivo es el tonómetro idóneo para medir las presiones intraoculares dentro del 
intervalo de 3 a 30 mm Hg en conejos (Abrams et al., 1996). Todas las medidas entran dentro de este intervalo: el 30 
valor basal medio de la presión intraocular fue 17,0 ± 0,39 mm Hg (n = 100). Dado que PIO cambia de la noche al 
día, se realizaron todos los experimentos al mismo tiempo para dar cabida a que PIO fuera más estable y permitir 
una comparación objetiva con el tratamiento con vehículo. Para evitar sufrimiento a los animales, se anestesió por 
vía tópica a los conejos (oxibuprocaína/tetracaína, 0,4 % / 1 %, en una solución salina (1/4 v: v). Se aplicó la 
solución (10 µl) en la córnea antes de realizar cada medición de la presión intraocular. Se aplicó ARNpi o solución 35 
salina por vía tópica en la córnea en volúmenes de 40 µl.  
 
El protocolo patrón para la aplicación de ARNpi en conejos fue el siguiente. Se aplicaron en un ojo dosis de ARNpi 
en solución salina (0,9 % w/v) hasta un volumen final de 40ul, cada día durante cuatro días consecutivos. Se tomó el 
ojo contrario como control y se instilaron en él 40 µl de solución salina estéril (0,9 % w/v) en los mismos puntos 40 
temporales. Se midió la PIO antes de cada aplicación y al cabo de 2 h, 4 h y 6 h desde el momento de la instilación 
durante 10 días. Se observaron las respuestas máximas entre el segundo y el tercer día. Para comparar el efecto de 
ARNpi con otros compuestos hipotensores, se sometieron a ensayo Xalatan (Iatanoprost 0,005 %) y Trustop 
(Dorzolamide 2 %) y se midió la PIO en las mismas condiciones. 
 45 
Resultados 
 
Ejemplo 1 Ensayos in vitro 
 
Para determinar la inhibición de diferentes dianas relacionadas con el glaucoma y utilizando tecnología ARNi, la 50 
primera etapa consistió en realizar experimentos en cultivos celulares. Para cada diana, se designaron varios ARNpi 
utilizando un software específico de acuerdo con las reglas antes descritas. Se seleccionaron las que presentaban 
las mejores características para someterlas ensayo. Se aplicaron los ARNpi a cultivos de células, tales como NPE, 
OMDC y HEK293. Se analizó el efecto de ARNpi sobre el gen diana por PCR en tiempo real y PCR semi-cuantitativa 
de acuerdo con los protocolos normales. Se normalizaron los niveles de transcripción de la diana génica utilizando 55 
actina como gen constitutivo. En la tabla 1, a continuación, se muestran los resultados representativos de los 
experimentos de PCR en tiempo real para algunos de los genes diana descritos anteriormente. Los valores 
representan la media del porcentaje de interferencia de ARNpi sobre cada expresión génica una vez normalizado 
con las células de control y sus desviaciones típicas. En comparación con las células de control, el nivel de las 
diferentes transcripciones tanto en el punto temporal de 24 h como en el de 48 h se redujo significativamente tras el 60 
tratamiento con ARNpi. En la Tabla se incluyen algunos de los diferentes ARNpi que se sometieron a ensayo y sus 
diferentes eficacias en la interferencia del gen diana. Los ARNpi utilizados en la Tabla se corresponden con las 
dianas ARNpi humanas enumeradas en la figura 2 del siguiente modo.  
 
 AC2: ARNpi1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 73 humana 65 
 ARNpi2: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 54 humana 
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 ARNpi3: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 66 humana 
 PTGS1 ARNpi1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 353 humana 
 ARNpi2: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 369 humana 
 PTGS2 ARNpi1: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 426 humana 
 ARNpi2: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 421 humana 5 
 ARNpi3: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 477 humana 
 
Tabla I: El tratamiento con ARNpi reduce los niveles de transcritos de gen diana. Se preparó ARN a partir de células 

tratadas con diferentes ARNpi durante 24 h y 48 h. Se analizaron las muestras por PCR en tiempo real utilizando 
cebadores específicos. Los valores muestran la media de los niveles de expresión de diferentes transcritos 10 

normalizados para actina en relación con el control celular. 
  % de nivel de transcripción génica  

Diana   24 h 48 h 

AC2 ARNpi1 76,25 ± 12,60 84,57 ± 14,70 

 ARNpi2 37,97 ± 9,78 61,45 ± 9,62 

 ARNpi3 35,30 ± 9,73 51,14 ± 16,49 

    

PTGS1 ARNpi1 42,25 ± 13,76 42,68 ± 17,00 

 ARNpi2 34,98 ± 14,33 26,30 ± 10,91 

    

PTGS2 ARNpi1 68,68 ± 12,48 70,17 ± 19,21 

 ARNpi2 81,00 ± 13,54 66,85 ± 18,67 

 ARNpi3 75,45 ± 14,71 61,83 ± 16,96 
 
En la Figura 3 se muestran algunos genes semi-cuantitativos representativos para algunas de las dianas antes 
descritas. La disminución de la expresión génica para cada gen diana depende de la eficiencia del silenciamiento de 
ARNpi. Para cada diana, se administró al modelo animal el ARNpi más eficaz obtenido mediante los estudios in vitro. 15 
Se preparó ARN a partir de células tratadas con diferentes ARNpi. Se analizaron las muestras por PCR semi-
cuantitativa utilizando cebadores específicos. En la figura se muestra un gel semi-cuantitativo representativo para la 
expresión de Receptor 2 beta adrenérgico (A) y otro para la expresión de acetilcolinesterasa (B). M: MW Marcador; 
C: Células de control; TC: Control de transfección; 1: ARNpi1; 2: ARNpi2; 3: ARNpi3; NC: Control negativo. Los 
niveles de expresión para cada diana dependen de la eficacia del silenciamiento de ARNpi. Los ARNpi utilizados en 20 
la figura se corresponden con las dianas humanas dadas en la Figura 2 del siguiente modo:  
 
 Panel A (Receptor 2 beta adrenérgico) 
 
 1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 122 humana 25 
 2: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 125 humana 
 3: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 139 humana 
 
 Panel B (Acetilcolinesterasa) 
 30 
 1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 162 humana 
 2: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 177 humana 
 
Ejemplo 2 Ensayos in vivo 
 35 
Antes de la aplicación terapéutica de ARNpi, se validaron los ensayos in vivo para determinar la entrega de ARNpi 
apropiada.  
 
Se aplicaron los ARNpi seleccionados a través de los ensayos in vitro en el modelo animal, siguiendo el protocolo 
antes descrito. Para evitar el efecto de las fluctuaciones de PIO como consecuencia de los ciclos circadianos, se 40 
realizaron todas las aplicaciones al mismo tiempo. Para determinar el efecto de ARNpi, se midieron las presiones 
intraoculares (PIO) como se ha mencionado antes.  
 
Dado que la patología del glaucoma presenta un aumento de la presión intraocular, el objetivo fue obtener una 
disminución de los niveles tras la aplicación de ARNpi.  45 
 
La mayoría de los resultados para las diferentes dianas presentó una significativa diminución de los niveles de PIO 
en comparación con los controles y con los fármacos comerciales (Latanoprost y Dorzolamide) y los animales 
tratados con vehículo solamente (control negativo) no presentaron ningún cambio significativo con respecto al valor 
basal de PIO. Los datos quedan resumidos en la Tabla II en la que los valores representan la media del porcentaje 50 
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máximo de la reducción del PIO tras el tratamiento con ARNpi una vez normalizado y sus desviaciones típicas. La 
disminución de la PIO fue estadísticamente significativa para todas las dianas tratadas. Estos resultados indican que 
las ARNpi y los fármacos comerciales actúan de manera similar, reduciendo los niveles de PIO en torno a un 20 %, 
si bien lo ARNpi presentan un efecto más sostenido. No se observó ningún efecto secundario en los animales a lo 
largo de los protocolos experimentales. El ARNpi utilizado en estos experimentos correspondió a las dianas 5 
humanas dadas en la Figura 2 del siguiente modo:  
 

AC2: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 73 humana 
AC4: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 5 humana 
AC12: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 522 humana 10 
ADRB1: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 105 humana 
ADRB2: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 139 humana 
ADRA1A: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 546 humana 
ADRA1B: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 619 humana 
ACHE: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 189 humana 15 
PTGS1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 322 humana 
PTGS2: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 426 humana 
SELE: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 262 humana 
ACE1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 866 humana 
AGTR1: secuencia de conejo homóloga a la SEQ. ID. 705 humana 20 
AGTR2: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 774 humana 
ATP1A1: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 1399 humana 
ATP1B2: secuencia de conejo idéntica a la SEQ. ID. 1820 humana 

 
Tabla II: Efecto de ARNpi en la reducción de la PIO en conejos de Nueva Zelanda normotensos. Los valores 25 

representan la media del porcentaje de reducción PIO sobre el control (ojo contralateral solamente con vehículo) y 
su desviación típica (SEM). 

Diana Reducción PIO (% del control) 

AC2 24,84 ± 3,41 

AC4 14,47 ± 5,00 

AC12 24,30 ± 1,29 

ADRB1 28,04 ± 2,98 

ADRB2 21,18 ± 1,88 

ADRA1A 9,51 ± 1,04 

ADRA1B 17,48 ± 1,30 

ACHE 25,25 ± 2,70 

PTGS1 14,62 ± 1,93 

PTGS2 23,78 ± 2,27 

SELE 21,80 ± 1,74 

ACE1 17,51 ± 1,28 

AGTR1 9,72 ± 1,35 

AGTR2 11,22 ± 1,53 

ATP1A1 18,13 ± 1,39 

ATP1B2 16,32 ± 0,91 

Latanoprost 25,46 ± 5,24 

Dorzolamide 16,41 ± 2,38 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Uso de ARNpi en la preparación de un medicamento para el tratamiento de una afección ocular caracterizada 
por  un aumento de la presión intraocular (PIO), en donde dicho medicamento se formula para la administración 
tópica sobre la superficie de la córnea y regula a la baja la expresión de un gen diana en el ojo, seleccionado del 5 
grupo que consiste en anhidrasas carbónicas II, IV y XII; receptores adrenérgicos: beta1 y 2 y alfa 1A, 1B y 1D; 
acetilcolinesterasa; ciclooxigenasas 1 y 2; ATPasas: alfa1, alfa2, alfa3, beta1, beta2; molécula de adhesión 
leucocitaria al endotelio I (ELAM-1); angiotensina II, Enzimas de Conversión de Angiotensina II (ACE I y ACE II), 
Receptores de Angiotensina II (ATR1 y ATR2) y Renina; Cochlin. 
 10 
2. El uso de la reivindicación 1, en el que la afección ocular se selecciona del grupo que consiste en glaucoma, 
infección, inflamación, uveítis y expresión de enfermedades sistémicas.  
 
3. El uso de cualquier reivindicación anterior, en el que la afección ocular es glaucoma. 
 15 
4. El uso de cualquier reivindicación anterior, en el que la afección ocular es retinopatía diabética. 
 
5. El uso de cualquier reivindicación anterior, en el que el ARNpi es ARNhc. 
 
6. El uso de cualquier reivindicación anterior, en el que el ARNpi comprende un oligonucleótido modificado. 20 
 
7. El uso de cualquier reivindicación anterior, en el que se utiliza una pluralidad de especies de ARNpi. 
 
8. El uso de la reivindicación 7, en el que dicha pluralidad de especies se dirigen a la misma especie de ARNm.  
 25 
9. El uso de la reivindicación 7, en el que dicha pluralidad de especies se dirigen a diferentes especies de ARNm.  
 
10. El uso de cualquier reivindicación anterior, en el que el ARNpi se dirige a una secuencia seleccionada de SEQ ID 
1 a SEQ ID 1829. 
 30 
11. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es anhidrasa carbónica IV, y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 1 a SEQ ID 46. 
 
12. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es anhidrasa carbónica II y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 47 a SEQ ID 98. 35 
 
13. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor 1 beta adrenérgico y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 99 a SEQ ID 109. 
 
14. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor 2 beta adrenérgico y el ARNpi se dirige a una 40 
secuencia seleccionada de SEQ ID 110 a SEQ ID 160. 
 
15. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es acetilcolinesterasa y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 161 a SEQ ID 190. 
 45 
16. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es ELAM-1 (selectina E) y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 191 a SEQ ID 318. 
 
17. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es prostaglandina endoperóxido sintasa 1 y el ARNpi se 
dirige a una secuencia seleccionada de SEQ ID 319 a SEQ ID 374. 50 
 
18. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es prostaglandina endoperóxido sintasa 2 y el ARNpi se 
dirige a una secuencia seleccionada de SEQ ID 375 a SEQ ID 491. 
 
19. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es anhidrasa carbónica XII y el ARNpi se dirige a una 55 
secuencia seleccionada de SEQ ID 492 a SEQ ID 538. 
 
20. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor 1A alfa adrenérgico y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 539 a SEQ ID 598. 
 60 
21. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor 1B alfa adrenérgico y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 599 a SEQ ID 634. 
 
22. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor 1D alfa adrenérgico y el ARNpi se dirige a una 
secuencia seleccionada de SEQ ID 635 a SEQ ID 646. 65 
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23. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es gen angiotensina y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 647 a SEQ ID 694. 
 
24. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor de angiotensina II tipo 1 y el ARNpi se dirige a 
una secuencia seleccionada de SEQ ID 695 a SEQ ID 749. 5 
 
25. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es receptor de angiotensina II tipo 2 y el ARNpi se dirige a 
una secuencia seleccionada de SEQ ID 750 a SEQ ID 807. 
 
26. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es enzima de conversión 1 de angiotensina I y el ARNpi se 10 
dirige a una secuencia seleccionada de SEQ ID 808 a SEQ ID 939. 
 
27. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es enzima de conversión 2 de angiotensina I y el ARNpi se 
dirige a una secuencia seleccionada de SEQ ID 940 a SEQ ID 1139. 
 15 
28. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es renina y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 1140 a SEQ ID 1196. 
 
29. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es cochlin y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 1197 a SEQ ID 1307. 20 
 
30. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es ATPasa alfa 1 y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 1308 a SEQ ID 1500. 
 
31. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es ATPasa alfa 2 y el ARNpi se dirige a una secuencia 25 
seleccionada de SEQ ID 1501 a SEQ ID 1606. 
 
32. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es ATPasa alfa 3 y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 1607 a SEQ ID 1705. 
 30 
33. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es ATPasa beta 1 y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 1706 a SEQ ID 1780. 
 
34. El uso de la reivindicación 10, en el que el gen diana es ATPasa beta 2 y el ARNpi se dirige a una secuencia 
seleccionada de SEQ ID 1780 a SEQ ID 1829. 35 
 
35. Una molécula de ARNpi aislada para su uso en el tratamiento de una afección ocular caracterizada por  un 
aumento de la presión intraocular (PIO) en el paciente, siendo el ARNpi complementario de una secuencia de 
nucleótidos seleccionada de SEQ ID 1 a SEQ ID 1829, en donde dicho ARNpi es para la administración tópica sobre 
la superficie de la córnea.  40 
 
36. Uso de una molécula de ARNpi aislada que tiene una secuencia que es complementaria de una secuencia de 
nucleótidos seleccionada de SEQ ID 1 a SEQ ID 1829 en la preparación de un medicamento para el tratamiento de 
una afección ocular, en donde dicho medicamento se formula para administración tópica sobre la superficie de la 
córnea.  45 
 
37. Una composición farmacéutica que comprende ARNpi que tiene una secuencia que es complementara de una 
secuencia de nucleótidos seleccionada de SEQ ID 1 a SEQ ID 1829, en donde dicha composición farmacéutica está 
formulada para administración tópica sobre la superficie de la córnea.  

50 
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Figura 1 
 

Nombre de l gen  Números de registro del transcrito  
Anhidrasa carbónica IV (CA4) NM 000717 
Anhidrasa carbónica II (CA2) NM 000067 
Receptor beta-1-adrenérgico (ADRB1) NM 000684 
Receptor beta-2-adrenérgico (ADRB2) NM 000024 
Acetilcolinesterasa (ACHE) NM 000665, NM 015831 
Selectina E (molécula de adhesión a endotelio 1) 
(SELE) 

NM 000450 

Prostaglandina-endoperóxido sintasa 1 
(prostaglandina G/H sintasa y ciclooxigenasa ) 
(PTGS1) 

NM_000962, NM_080591 

Prostaglandina-endoperóxido sintasa 2 
(prostaglandina G/H sintasa y ciclooxigenasa ) 
(PTGS2) 

NM_000963 

Anhidrasa carbónica XII (CA12) NM_001218, NM_206925 
receptor 1A alfa adrenérgico (ADRA1A) NM_033302, NM_033303 

NM_033304, NM_000680 
Receptor 1B alfa adrenérgico (ADRA1B) NM_000679 
Receptor 1D alfa adrenérgico (ADRA1D) NM_000678 
Gen angiotensina (AGT) NM_00029 
Receptor de angiotensina II tipo 1 (AGTR1) NM_000685, NM_009585, NM_004835, 

NM_031850, NM_032049 
Receptor de angiotensina II tipo 2 (AGTR2) NM_00686 
Enzima de conversión de Angiotensina 1 (ACE1) MN_000789, NM_152830, NM_152831 
Enzima de conversión de Angiotensina 2 (ACE2) NM_021804 
Renina (REN) NM_000537 
Homologo factor C de coagulación, cochlin 
(COCH) 

NM_004086 

ATPasa, polipéptido alfa 1 de transporte de 
Na+/K+ (ATP1A1) 

NM_000701, NM_001001586 

ATPasa, polipéptido alfa 2 de transporte de 
Na+/K+ (ATP1A2) 

NM_000702 

ATPasa, polipéptido alfa 3 de transporte de 
Na+/K+ (ATP1A3) 

NM_152296 

ATPasa, polipéptido beta 1 de transporte de 
Na+/K+ (ATP1B.A1) 

NM_001677, NM_001001787 

ATPasa, polipéptido beta 2 de transporte de 
Na+/K+ (ATP1B2) 

NM_001678 
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Figura 2 
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Figura 3 
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