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DESCRIPCION
Formulaciones para el suministro de principios activos
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general al suministro in vivo de formulaciones de principios activos. Mas
particularmente, la presente invencién se refiere a formulaciones de principios activos que comprenden adicionalmente
una cantidad estabilizante in vivo de un agente, los métodos para fabricar dichas formulaciones, y métodos de
utilizacion de las mismas.

Antecedentes de la invencion

Los principios activos, tales como farmacos que contienen péptidos, proteinas, acidos nucleicos, o moléculas
organicas pequefas, pueden producir efectos no deseados al administrarlos in vivo, tal como a un mamifero (por
ejemplo, un ser humano). Dichos efectos pueden restar significativamente el beneficio terapéutico ofrecido por el
propio principio activo. En consecuencia, existe la necesidad de formulaciones de principios activos que minimicen los
efectos no deseados de la administracion in vivo. El documento US8093225 desvela el uso de oligonucledtidos en el
tratamiento del dolor.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se basa, en parte, en el descubrimiento de que los niveles homeostaticos de ciertos agentes
son importantes con respecto a los efectos adversos de una entidad terapéutica, por ejemplo, un principio activo de
una entidad terapéutica. En consecuencia, se desvelan en el presente documento composiciones o formulaciones
capaces de inhibir o reducir los efectos adversos de una entidad terapéutica. Ademas, se desvelan en el presente
documento métodos de utilizacion de la composicion o formulaciones para tratamientos terapéuticos.

En una realizacién, la presente invencion proporciona una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1.

Se desvela en el presente documento un método de reducciéon de un efecto adverso de un principio activo que
comprende la administracion de un principio activo con una cantidad estabilizante in vivo de un agente, en el que el
agente se asocia al efecto adverso del principio activo causado por la administracién del principio activo sin el agente,
y en el que la cantidad estabilizante in vivo es la cantidad que sustancialmente satura los sitios de unién del principio
activo al agente.

Se desvela en el presente documento un método para el tratamiento o manejo del dolor en un sujeto que comprende
la administracion al sujeto de la composicion farmacéutica como se describe en el presente documento, en la que el
principio activo es un oligonucleétido sefiuelo que comprende uno o mas sitios de union para el EGR1 y en la que el
agente es un ion de calcio.

Breve descripcién de las Figuras

FIGURA 1: valores de respuesta clinica de las formulaciones de oligonucleétido. FIGURA 1A: se calcul6 el valor
de la respuesta clinica de cada formulacién ensayada como la suma total de signos clinicos y representados en
un gréfico de barras (valor potencial maximo = 13, valor potencial minimo = 0). Las FIGURAS 1B y 1C presentan
graficos visuales de la actuacién de las formulaciones de “solucién salina + oligonucledtido” y “1:0,0146
oligonucledtido:calcio”, respectivamente. Cada barra o superficie marrén del grafico marca el % de existencia de
un signo clinico determinado. Peso molecular del oligonucleétido = 14092,92 g/mol, peso molecular de CaCl. =
147,02 g/mol, cadena sencilla = cadena antisentido del oligonucleétido de cadena doble, los oligonucleétidos se
inyectaron a 100 mg/ml, N = 2-6 ratas por formulacion, ensayo T, diferente de la inyeccién de solucién salina: p <
0,05.

FIGURA 2: analisis de una relacion de unién oligonucleétido-calcio. Se incub6 el oligonucleétido (0,05 mM a 3 mM)
en presencia de distintas concentraciones de CaClz (0,14 a 25 mM). A continuacion de la incubacién del CaClz y
el oligonucleétido, se midi6 la cantidad de calcio libre que permanecia en la solucion utilizando o-cresoftaleina, un
colorante que se une al calcio libre (Kit de ensayo colorimétrico de calcio BioVision). La cantidad de calcio unido al
oligonucleétido se calculé como la diferencia entre el calcio introducido inicialmente en la solucién menos el calcio
libre que permanecia después de la incubacién (30-60 min). La relacién de concentraciones de calcio afiadido en
la solucién dividida por la concentracion de oligonucledtido se graficé contra la concentracion de calcio unido al
oligonucledtido dividido por la concentracién de oligonucleétido (circulos). La relacion era lineal: R?2 = 0,89,
pendiente = 0,61, que muestra que la mayoria del calcio estaba unido al oligonucle6tido. Los mismos experimentos
se llevaron a cabo en presencia de una alta fuerza iénica afiadiendo NaCl con un exceso de 2 (triangulos) o 12
(cuadrados) veces la concentracion de calcio, N = 1-4 por condicién, se representa la media de los datos, peso
molecular del oligonucleétido = 14092,92 g/mol, peso molecular de CaClz = 147,02 g/mol.

FIGURA 3: Gréafico de barras que representa el calcio libre en las formulaciones de oligonucleétido. El
oligonucledtido se incub6é con CaClz con una relacion molar de 1,8 + 0,3 hasta el limite de solubilidad del
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oligonucleétido (13,5 mM). Se ensayaron tres formulaciones con las siguientes concentraciones de
oligonucleétido:CaCl. (mM): 0,6:1,08, 7,8:14,04 y 13,5:24,3. Después de un periodo de incubacion de 30 min, se
aislo el calcio libre utilizando membranas de centrifuga de ultrafiltracion (AMICON ULTRA 0,5ML 3KDA, Millipore)
y se midié su concentracion utilizando un electrodo de ion calcio (barra negra). Se llevé a cabo un experimento
similar en condiciones con una fuerza iénica comparable al liquido cefalorraquideo (LCR) (138 mM de NaCl, barras
blancas). Las barras discontinuas representan el intervalo del nivel endégeno de concentracion de calcio en el LCR
(2-1,4 mM), N = 2 por condicién, peso molecular del oligonucleétido = 14092,92 g/mol, peso molecular de CaCl. =
147,02 g/mol.

FIGURAS 4A y 4B: Estudios de afinidad y estabilidad del oligonucleétido en presencia de calcio. La FIGURA 4A
es un gréfico de barras que ilustra la afinidad de unién del oligonucleétido con su diana, el factor de transcripcion
EGR1, segun se midi6 utilizando un ensayo ELISA de competicion. Se unié a la placa de ELISA un oligonucleétido
(12 pmoles) en tandem de consenso EGR1 biotinilado y se incubé con extractos de proteina nuclear que contenia
EGRL1 en ausencia (barras blancas) o presencia (barras negras) de 100 pmoles de oligonucled6tido competidor libre
que incluia distintas relaciones molares en exceso de CaCl> (X = concentracion de CaClz/concentracion de
oligonucledtido). FIGURA 4B: Se incub6 oligonucledtido (4 mM) en ausencia o presencia de relaciones molares en
exceso crecientes de CaClz (X = concentracion de CaClz/concentracion de oligonucleétido) en suero inactivado
(Suero de caballo, inactivado por calor, Invitrogen) a 37 °C durante 10 o 60 minutos. Se midié la cantidad de
oligonucleétido intacto que permanecia a continuacion de la incubacién en el suero, que contenia nucleasas que
degradan oligonucledétidos, utilizando un gel de electroforesis y un método de deteccion por UV. Los datos se
normalizaron contra la cantidad inicial de oligonucleétido introducido inicialmente en la solucién.

Las FIGURAS 5A y 5B muestran la eficacia de un oligonucleétido para evitar el dolor en el modelo de lesion de
nervio preservado del dolor (Decosterd y Woolf, Pain 87:149-158 (2000)). Se inyectaron el vehiculo (triangulo) o el
oligonucledtido (circulo) por via intratecal (percutanea, L5/6, 0,02 ml) una vez en el momento de la cirugia. Se
midioé el dolor como la hipersensibilidad mecanica utilizando filamentos de Von Frey (VF). Se llevaron a cabo cinco
aplicaciones repetidas de cada uno de los siguientes pelos de VF en la garra ipsilateral a la lesion: 1-4-6-8-10 (dos
veces)-26 gramos. FIGURA 5A: 1,4 mg de oligonucleétido sin calcio frente a vehiculo; FIGURA 5B: 1,4 mg de
oligonucledtido con CaClz a una relacion de peso de 1:0,0198 frente a vehiculo y tamponado a pH 7,5 con Tris 10
mM. Se muestran los valores de las medianas + percentiles 40 % y 60 % de las respuestas totales a las
estimulaciones de VF repetitivas; N = 4 por grupo, ensayo T seguido por un analisis T de Welsh, distribucién de
datos a lo largo del periodo de ensayo, diferente del vehiculo; p < 0,01 en ambos estudios.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de que los niveles homeostaticos de ciertos agentes
son importantes con respecto a los efectos adversos de una entidad terapéutica, por ejemplo, un principio activo de
una entidad terapéutica. En consecuencia, se desvelan en el presente documento composiciones o formulaciones
capaces de inhibir o reducir los efectos adversos de una entidad terapéutica. Ademas, se desvelan en el presente
documento métodos de utilizacion de las composiciones o formulaciones para tratamientos terapéuticos.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1.
El agente es un ion de calcio.
El agente con respecto al liquido cefalorraquideo es un ion de calcio. El agente con respecto a la sangre es Ca?*.

El ion de calcio utilizado en la composicién del principio activo esta en una cantidad estabilizante in vivo. La cantidad
estabilizante in vivo del agente es una cantidad que satura sustancialmente los sitios de union, por ejemplo, los sitios
de union disponibles del principio activo al agente. Por ejemplo, la cantidad estabilizante in vivo del agente puede ser
una cantidad que sea capaz de unirse o unir al menos un 0,001 %, 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 %,
40 %, 0 50 % de los sitios de unién, por ejemplo, los sitios de unién disponibles del principio activo al agente. Como
se desvela en el presente documento, la cantidad estabilizante in vivo del agente es una cantidad que al administrarlo
junto con el principio activo no afecta materialmente ni causa un cambio detectable del pH (por ejemplo, induce un
cambio menor de aproximadamente 0,5 unidades de pH, 0,2 unidades de pH, 0,1 unidades de pH, etc.) del sitio local,
tejido o entorno celular, etc.

Como se desvela en el presente documento, la cantidad estabilizante in vivo del agente puede ser la cantidad que al
mezclarlo con el principio activo produzca menos de un nivel predeterminado del agente libre en la composicion, por
ejemplo, un nivel minimo o indetectable de agente libre en la composicion. Por ejemplo, el nivel predeterminado de
agente libre en la composicién puede es al menos menor de 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, o 2 mM en una
composicion cuando el principio activo es un oligonucle6tido sefiuelo y el agente es un ion, por ejemplo, de calcio. En
otro ejemplo, el nivel predeterminado del agente libre en la composiciéon es menor de aproximadamente un 1 %, 2 %,
5%, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % del nivel endégeno, por ejemplo, la
concentracion local del agente. En otro ejemplo mas, el nivel predeterminado del agente libre en la composicion se
determina basandose en el nivel de saturacién de los sitios de union del principio activo al agente.
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Como se desvela en el presente documento, el agente libre es el agente que no se une al principio activo, por ejemplo,
mediante interacciones electrostaticas, covalentes, o hidroéfobas, o cualquier otro modo de interacciéon. De manera
alternativa, el agente libre es el agente que es capaz de interferir o interfiere el nivel endégeno del agente, por ejemplo,
sistémicamente o en el sitio local de administracion.

Como se desvela en el presente documento, la cantidad estabilizante in vivo del agente puede ser la cantidad que
proporciona una relacion adecuada entre el principio activo y el agente de manera que cuando se administran in vivo,
inhibe o disminuye uno o mas de los efectos adversos del principio activo sin el agente o alternativamente no produce
un cambio sustancial o detectable del nivel enddgeno, por ejemplo, el nivel homeostatico del agente. En algunas
realizaciones, la relacion molar o la relacion de peso del principio activo respecto al agente varia desde
aproximadamente 1:1000 a aproximadamente 1000:1. Ejemplos no limitantes de relaciones incluyen 1:1, 1:2, 1:3, 1:4,
15, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, y 2:1, y cualquier intervalo que se pueda derivar de
este, incluyendo las fracciones de los nimeros enteros (por ejemplo, 1,5, 1,05, etc.). El principio activo es un acido
nucleico (es decir, un oligonucleétido sefiuelo) que comprende la SEQ ID NO: 42, y el agente es un ion de calcio, y la
relacion de peso o la relacién molar del principio activo y el agente puede ser desde aproximadamente 0,005 a 5, 0,05
ab5,0,1a3,0,2a2,8,0,5a2,01a2.Elingrediente activo es un acido nucleico (es decir, un oligonucleétido sefiuelo),
y el agente es un ion calcio, y la relacidon de peso o la relacién molar del principio activo y el agente puede ser desde
aproximadamente 1 a 0,001, 1 a 0,005, 1 a 0,01, 1a 0,015, 1a0,018,1a0,019,1a0,02,1a0,025 1a0,03,1a
0,035,1a0,4,01a0,5. Porejemplo, la relacién de peso puede ser 1:1, 2:1, 4:1, 5:1, 15:1, 30:1, 50:1, 100:1, 200:1,
250:1, 300:1, 400:1, 500:1, 0 1000:1. Un ion de calcio, puede estar comprendido en una composicién tal como una sal
(por ejemplo, CaClz), y la cantidad molar o cantidad de peso de esta composicion se puede referenciar en una relacion.
En consecuencia, en algunas realizaciones, el agente es un ion de calcio comprendido en una composicion tal como
CacClz, enla que la relacion de peso de un principio activo, tal como un acido nucleico (por ejemplo, un oligonucleétido,
un oligonucledtido sefiuelo) con respecto a la composicion, por ejemplo CaClz, es aproximadamente de 1:1, 2:1, 4:1,
5:1, 15:1, 30:1, 50:1, 100:1, 200:1, 250:1, 300:1, 400:1, 0 500:1, o cualquier intervalo que se pueda derivar del mismo.

Se entiende que la relacion exacta de principio activo respecto al agente en una composicion puede variar, tal como
basandose en la naturaleza quimica del principio activo (por ejemplo, en el contexto de un &cido nucleico, si el acido
nucleico es un ARN, ADN, de cadena sencilla o cadena doble, el porcentaje de contenido en GC, el peso molecular),
el agente y su concentracion local (por ejemplo, el nivel enddgeno) en el sitio in vivo direccionado, y su via de suministro
pretendida. Por ejemplo, en un entorno con una concentracion de calcio endégeno mas alta, se anticipa que la relacion
de principio activo (por ejemplo, un oligonucleétido sefiuelo):calcio se deberia aumentar en una composicion que
comprende dichos componentes.

En algunas otras realizaciones mas, la cantidad estabilizante in vivo del agente es la cantidad que cuando se
administra junto con el principio activo produce una cantidad de interaccién minima, insustancial, o indetectable, por
ejemplo, de unién entre el agente enddgeno y el ingrediente activo.

En general, el principio activo se utiliza normalmente en una cantidad suficiente para prevenir, curar, diagnosticar o
tratar una enfermedad u otra afeccion, segun el caso que se pueda dar. Como se utiliza en el presente documento,
una “molécula organica pequefia” se refiere a un agente que contiene carbono que tiene un peso molecular de menos
de o igual a 1500 g/mol, tal como menos de 1400, menos de 1300, menos de 1200, menos de 1100, menos de 1000,
menos de 900, menos de 800, menos de 700, menos de 600, menos de 500, menos de 400, menos de 300, menos
de 200, o menos de 100 g/mol.

El principio activo es un oligonucleétido sefiuelo, que comprende la SEQ ID NO: 42 tal como se describe en las
Patentes de EE. UU. N.° 7.943.591 y 8.093.225. Un “oligonucledtido sefiuelo” se refiere a cualquier polimero que
contiene un acido nucleico de cadena doble de generalmente menos de 200 nucleétidos (o 100 pares de bases) y que
incluye, pero no se limita a, ARN, ARN e hibridos ARN-ADN. El término engloba secuencias que incluyen cualquiera
de los anédlogos de bases de ARN y ADN conocidos que incluyen pero no se limitan a, 2,6-diaminopurina, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetilaminometiluracilo, dihidrouracilo, inosina, 4cido oxiacético-5-uracilo,
N6-isopenteniladenina, 1-metiladenina, metiléster del acido N-uracil-5-oxiacético, queosina, 2-tiocitosina, 5-
bromouracilo, metilfosfonato, fosforoditioato, ormacetal, 3'-tio-formacetal, armazén nitréxido, sulfona, sulfamato,
derivados de morfolino, derivados de acido nucleico bloqueado (LNA), o derivados peptidicos de acido nucleico (PNA).
En algunas realizaciones, el oligonucleétido sefiuelo esta compuesto por dos oligonucleétidos de cadena sencilla
complementarios que estan hibridados juntos. En otras realizaciones, el oligonucleétido sefiuelo esta compuesto por
un oligonucleétido de cadenas sencilla que forma pares de bases intramoleculares para crear una estructura
sustancialmente de cadena doble.

Como se desvela en el presente documento, el oligonucleétido sefiuelo comprende uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3,
4, 5, etc.) sitios de unién al factor de transcripcion. En ejemplos relacionados, cada sitio de unién al factor de
transcripcion se une a un factor de transcripcién seleccionado de entre el grupo que consiste en los factores de
transcripcion POU1F1, POU2F, POU3F, POU4F1, POU5SF1, USF, EGR1, CREB/ATF, API, CEBP, SRF, ETS1, MEF2,
SP1, RUNX, NFAT, ELK1, factores del complejo ternario, STAT, GATAL, ELF1, factor nuclear - granulocito/macréfago
a, HNF1, ZFHX3, IRF, TEAD1, TBP, NFY, factores de union a caccc-box, KLF4, KLF7, IKZF, MAF, REST, HSF,
KCNIP3 y PPAR. En ciertos ejemplos, los sitios de unién al factor de transcripcidon se unen a uno o mas miembros de
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una familia de factores de transcripcion estrechamente relacionados. Los miembros representativos de dichas familias
de factores de transcripciéon se pueden seleccionar de entre el grupo que consiste en POU1F1, POU2F, POUSF,
POU4F1, POU5SF1, USF, EGR1, CREB/ATF, API, CEBP, SRF, ETS1, MEF2, SP1, RUNX, NFAT, ELK1, factores del
complejo ternario, STAT, GATAL, ELF1, factores de union a caccc-box, KLF4, KLF7, IKZF, MAF, REST, HSF, KCNIP3
y PPAR. Por lo tanto, en ciertos ejemplos, un oligonucledtido sefiuelo que se une, por ejemplo, a EGR1, también se
puede unir a uno o0 mas miembros adicionales de la familia, por ejemplo, EGR2, EGR3, EGRA4.

En ciertos ejemplos, el oligonucle6tido sefiuelo comprende dos o0 mas (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, etc.) sitios de unién al
factor de transcripcién. En ejemplos relacionados, cada sitio de unién al factor de transcripciéon se une a un factor de
transcripcion seleccionado de entre el grupo que consiste en POU1F1, POU2F, POU3F, POU4F1, POUSF1, USF,
EGR1, CREB/ATF, API, CEBP, SRF, ETS1, MEF2, SP1, RUNX, NFAT, ELK1, factores del complejo ternario, STAT,
GATAL, ELF1, factores de unién a caccc-box, KLF4, KLF7, IKZF, MAF, REST, HSF, KCNIP3 y PPAR. En ciertos
ejemplos, la posicion relativa de los dos o mas sitios de unién al factor de transcripcion en el sefiuelo modula (por
ejemplo, aumenta o disminuye) la afinidad de unién entre un factor de transcripciéon diana (es decir, el factor de
transcripcion para el que se disefia un sitio de unién particular para que se una) y su sitio de unién al factor de
transcripcion, por ejemplo, en comparacion con la afinidad de unién entre el factor de transcripciéon y un sefiuelo que
tenga un Unico sitio de union al factor de transcripcion (por ejemplo, un sitio de unién de consenso) especifico del
factor de transcripcién. Por lo tanto, la posicion relativa de los dos sitios de union al factor de transcripcién en un
oligonucleétido sefiuelo de la invencion puede aumentar la afinidad del oligonucle6tido sefiuelo por un factor de
transcripcion diana (por ejemplo, por uno o mas de los factores de transcripcién direccionados por el sefiuelo). En
ciertas realizaciones, el aumento de afinidad del oligonucleétido sefiuelo por un factor de transcripcion diana es de 1,2
veces 0 mas (por ejemplo, aproximadamente 1,2, 1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7,1,8,1,9, 2,0, 2,1, 2,2, 2,3, 2,4, 2,5, 2,6, 2,7,
2,8, 2,9, 3,0 veces, 0 mas). En ciertos ejemplos, la posicion relativa de los dos sitios de unién al factor de transcripcién
en un oligonucleétido sefiuelo promueve las interacciones proteina-proteina entre los factores de transcripcion unidos
a los sitios, por ejemplo, ejemplos de homodimerizacién o heterodimerizacion de los factores de transcripcion. En
ciertos ejemplos, dichas interacciones proteina-proteina entre los factores de transcripcién estabilizan sus
interacciones, por ejemplo, la unién, al oligonucleétido sefiuelo, aumentando de esta manera la afinidad de unién del
oligonucledtido sefiuelo para uno o mas factores de transcripcion diana.

En ciertos ejemplos, los sitios de union al factor de transcripciéon de un oligonucleétido sefiuelo se une cada uno al
mismo factor de transcripcion, por ejemplo, EGR1. En otros ejemplos, los sitios de union al factor de transcripcion de
un oligonucleétido sefiuelo se unen a factores de transcripcion diferentes, por ejemplo, diferentes miembros de una
familia de factores de transcripcion estrechamente relacionados (por ejemplo, diferentes miembros de la familia EGR1)
0 una combinacion de factores de transcripcion seleccionados de entre el grupo que consiste en POU1F1, POU2F,
POUS3F, POU4F1, POU5F1, USF, EGR1, CREB/ATF, API, CEBP, SRF, ETS1, MEF2, SP1, RUNX, NFAT, ELK1,
factores del complejo ternario, STAT, GATAL, ELF1, factores de unién a caccc-box, KLF4, KLF7, IKZF, MAF, REST,
HSF, KCNIP3 y PPAR.

En ciertos ejemplos, los sitios de union al factor de transcripcion de un oligonucleétido sefiuelo estan separados entre
ellos por una secuencia enlazadora. Las secuencias enlazadoras puedenserde 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10 0 mas pares
de bases de longitud. Normalmente, las secuencias enlazadoras tendran de dos a cinco pares de bases de longitud.
En otros ejemplos, los sitios de union al factor de transcripcion pueden estar inmediatamente adyacentes entre ellos
(por ejemplo, no esta presente una secuencia enlazadora) o se solapan. En casos en los que los sitios de unién al
factor de transcripcién se solapan, los sitios de union al factor de transcripcién pueden compartir 1, 2, 3, 4, 5, 0 mas
pares de bases. De manera alternativa, uno o ambos sitios de union al factor de transcripcién pueden carecer de pares
de bases que de otra manera forman parte de una secuencia de union de consenso para los factores de transcripcién
gue se unen al sitio. En general, sin embargo, los pares de bases que son criticas para la interaccién de unién entre
el sitio de unién al factor de transcripcion y los factores de transcripcion que se unen al sitio (por ejemplo, pares de
bases que son esencialmente invariables en una secuencia de unién de consenso por un factor de transcripcion
particular) no se comparten o se omiten cuando las secuencias de unién de transcripcién estan solapadas.

En ciertos ejemplos, el oligonucledtido sefiuelo comprende secuencias flanqueantes localizadas en cada extremo de
la secuencia sefiuelo. Las secuencias flanqueantes pueden tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 0 mas pares de bases de longitud.
En general, las secuencias flanqueantes tiene de dos a cinco pares de bases de longitud. En realizaciones preferidas,
las secuencias flanqueantes 5’ comienzan con un par de bases G/C y la secuencia flanqueante 3’ terminan en un par
de bases G/C. En ejemplos preferidos, las secuencias flanqueantes no forman parte de un sitio de unién al factor de
transcripcién o no interactian con o se unen con factores de transcripcidon. En otros ejemplos, las secuencias
flanqueantes forman interacciones débiles con los factores de transcripcion unidos a un sitio de transcripcion al factor
de transcripcion adyacente.

En ciertos ejemplos, el oligonucleétido sefiuelo tienen en general al menos 10, 11, 12, 13, 14, 15 o mas pares de bases
de longitud. En ejemplos relacionados, los oligonucleétidos sefiuelo tienen en general menos de 65, 60, 55, 55 0 45
pares de bases de longitud. En ejemplos preferidos, los oligonucledtidos sefiuelo tienen aproximadamente de 20 a 40
pares de bases de longitud. En otros ejemplos, los oligonucleétidos sefiuelo tienen aproximadamente de 20 a 35, de
25 a 40, o de 25 a 35 pares de bases de longitud.
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El oligonucledtido sefiuelo comprende la secuencia que se muestra como SEQ ID NO:

Un oligonucleétido de cadena doble que tiene un cierto porcentaje (por ejemplo, un 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 0 99 %) de identidad de secuencia con otra secuencia significa que, cuando se alinean, ese porcentaje
determina el nivel de correspondencia de disposicion de bases al comparar las dos secuencias, Este alineamiento y
el porcentaje de homologia o identidad se puede determinar utilizando cualquier programa de software adecuado
conocido en la técnica que permita un alineamiento local, El programa de software deberia ser capaz de encontrar
regiones de identidad local entre dos secuencias sin la necesidad de incluir la longitud completa de las secuencias,
En algunas realizaciones, dicho programa incluye, pero no se limita al algoritmo de alineamiento por parejas EMBOSS
(disponible en el Instituto Europeo de Bioinformatica (EBI)), el programa ClustalW (también disponible en el Instituto
Europeo de Bioinformatica (EBI)), o el programa BLAST (BLAST Manual, Altschul et al,, Natl Cent, Biotechnol, Inf,,
Natl Lib, Med, (NCIB NLM NIH), Bethesda, Md., y Altschul et al,, (1997) NAR 25:3389 3402),

Un experto en la técnica reconocera que las secuencias englobadas en el presente documento incluyen las que se
hibridan en condiciones de hibridacién rigurosas con una secuencia a modo de ejemplo (por ejemplo, las SEQ ID NO:
1-42, 45, y 47-53), Un &cido nucleico se puede hibridar a otro acido nucleico cuando una forma de cadena sencilla del
acido nucleico puede hibridarse con el otro acido nucleico de cadena sencilla en las condiciones apropiadas de
temperatura y fuerza idnica de la solucién. Las condiciones de hibridacion se conocen bien en la técnica. En algunas
realizaciones, la hibridacién puede producirse a lo largo de una lenta disminucién de temperatura desde una
temperatura desnaturalizante (por ejemplo, 100 °C) hasta la temperatura ambiente en un disolvente que contiene una
sal (por ejemplo, un tampén Tris-EDTA).

Los oligonucledtidos sefiuelo desvelados en el presente documento se pueden modificar quimicamente por métodos
bien conocidos por el experto (por ejemplo, la incorporacion de enlaces fosforotioato, metilfosfonato, fosforoditioato,
fosforoamidatos, carbonato, tioéter, siloxano, acetamidato o carboximetiléster entre los nucle6tidos) para evitar la
degradacion por las nucleasas en las células y fluidos extracelulares (por ejemplo, suero, liquido cefalorraquideo).
También, se pueden disefiar oligonucleétidos sefiuelo que formen estructuras horquilladas y protuberancias que eviten
también o dificulten la degradacion por nucleasa. Adicionalmente, los oligonucleétidos sefiuelo también se pueden
insertar como parte de un plasmido méas grande capaz del mantenimiento episémico o replicacién constitutiva en la
célula diana con el fin de proporcionar un aumento de la exposicion intracelular durante mas tiempo a la secuencia
sefiuelo o reducir su degradacién. En consecuencia, cualquier modificacion quimica o alteracion estructural conocida
en la técnica para aumentar la estabilidad del oligonucleétido esta en el alcance de la presente divulgacién. En algunas
realizaciones, los oligonucleétidos sefiuelo desvelados en el presente documento se pueden unir, por ejemplo, a
polimeros de polietilenglicol, péptidos (por ejemplo, un dominio de translocacién proteico) o proteinas que mejoren el
efecto terapéutico de los oligonucleétidos sefiuelo. Dichos oligonucleétidos sefiuelos pueden preferentemente
atravesar la membrana celular.

En ciertas realizaciones, los oligonucleoétidos sefiuelo se proporcionan como sales, hidratos, solvatos, o derivados N-
oxido. En ciertas realizaciones, los oligonucledtidos sefiuelo se proporcionan en solucion (por ejemplo, una solucién
salina que tenga un pH fisiolégico) o en forma liofilizada. En otras realizaciones, los oligonucleétidos sefiuelo se
proporcionan en liposomas.

Se desvelan en el presente documento oligonucleétidos sefiuelo que incluyen las secuencias presentadas en la Tabla
A. En general, el oligonucleétido sefiuelo se genera hibridando la secuencia proporcionada en la tabla con una
secuencia complementaria. Para generar un oligonucleétido de doble cadena sin coincidencia, la secuencia
proporcionada en la tabla se puede hibridar con una secuencia que sea complementaria solo parcialmente. Por
ejemplo, la SEQ ID NO: 43 se puede hibridar con la SEQ ID NO: 46 para producir la secuencia no coincidente, SEQ
ID NO: 43/46.

Tabla A
Secuencias de oligonucleétidos (5’-3) SEQ ID NO.
GGCTTATGCAAATTCGAATGCAAATTTGTCG SEQIDNO.: 1
CTAAGCCCACGTGACCATTGGCCAGGTGACCAGATC SEQ ID NO.: 2
GTTATGCGTGGGCGATAATGCGGGGGCGTTATAG SEQID NO.: 3
GCCTCCCTGAGCTCATTGACGTATCTCGG SEQIDNO.: 4




ES 2724 851 T3

(continuacion)

Secuencias de oligonucledtidos (5'-3") SEQ ID NO.
CGAATATGACTGAGAATGACTCAGATTTGC SEQID NO.: 5
GGTTCTATGATTTTGGAATCGGATTGTGCAAAGAAGC SEQID NO.: 6
GCTTCAGGATGTCCATATTAGGAGATCTTGTTCG SEQID NO.: 7
GGCCACAGGATGTAGGATGTCCATATTAGGATGC SEQ IDNO.: 8
GTTCTCTAAAAATAAAAGGCTAAAAATAAAAGTCG SEQID NO.: 9
ATTAGGGGCGGGGTCCGGGGCGGGGTATTA SEQ ID NO.: 10
GTTATGGCGGGGCGGGGCGGGGCCGGGCGGTTTAC SEQID NO.: 11
GGCAATGTGGTTTTAGTGTGGTTTTACGG SEQ ID NO.: 12
GCCGTTTGGGGTCATAGAACCACAGGAACCACACGG SEQ ID NO.: 13
CATTGCCCGGAAATGGACCGGATGTAATTTCC SEQ ID NO.: 14
GTTCTTGGAAAATAAATGGAAAATAGTGGAAAATAAG TCG SEQ ID NO.: 15
CGTTCCCACTTCCTGCGACCACTTCCTGCCGGG SEQ ID NO.: 16
CTGCACCTATAAATGGCCTATAAATGGGGATGC SEQ ID NO.: 17
GCTTATTTCGCGGAAGGTTTCCCGGAAGTGGCG SEQ ID NO.: 18
GCTGTGCCTTATCTCTTTGGGATAACTGGCG SEQ ID NO.: 19
GCTTAATGAATAAGAGGAAAAATGCATGCTGG SEQ ID NO.: 20
GTTCTGAGATTGCACGATGAGATTTCACAGTCG SEQID NO.: 21
GTCCCGCATAAATAATGGCATCCTTAATCGCG SEQ ID NO.: 22
GTGCAGGCAAGAGTAGAGACAGGCAAGAGTAGATGC SEQ ID NO.: 23
CCGCCAATAATTAATTATTAAGGCC SEQ ID NO.: 24
GCTTCGTTCCATTTCCGGTCTCGGTTTCCCCATTC SEQ ID NO.: 25
GCTGCTGTGGAATATCGACCTGTGGAATATCGTG SEQ ID NO.: 26
GCCGTATAAATGTGCTATAAAAGTTTTAAGACCGTGC SEQ ID NO.: 27
GCCGTATAAATGTGCTATAAAAGCCGTGC SEQ ID NO.: 28
ATGCTGCGCTTTTCTCCAATCTGCGG SEQ ID NO.: 29
CGTTCTCCGATTGGTCACGGACTCTCCGATTGGTCACGG SEQ ID NO.: 30
GCGCACCCCAGCCTGGCTCACCCACGCG SEQ ID NO.: 31
GATCCTTTGCCTCCTTCGATCCTTTGCCTCCTTCAAG SEQ ID NO.: 32
GGTGTTTGGGAGAGCTTTGGGAGGATACG SEQ ID NO.: 33
GCTAATCACTCAGCATTTCGGTGAGGGAAGTGAAAG SEQ ID NO.: 34
gi"(l;;‘g%AggéAfC%ACGGACAGCGCCAGCTTCAGCACCACG SEQ ID NO.: 35
GGATCGAACATGGAGTCAGTGAGAAATCAGGATCGG SEQ ID NO.: 36
GGATCGAAGCCGGAGTCAAGGAGGCCCCTGATCGG SEQ ID NO.: 37
CCGAAAGGACAAAGGTCAAGTCGAAAGGACAAAGGTCA SEQ ID NO.: 38
CGGGAGAAAATTCGGGAACGTTCAAGAATTGTCGG SEQ ID NO.: 39
GTTATGCGTGGGCGTAGATGCGGGGGCGTTATAG SEQ ID NO.: 40

GATGCGTGGGCGTAGG

SEQ ID NO.:

41
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(continuacion)

Secuencias de oligonucledtidos (5'-3") SEQ ID NO.

GTATGCGTGGGCGGTGGGCGTAG SEQ ID NO.: 42
GTTATGCGTTTGTAGATGCTTTCGTTATAG SEQ ID NO.: 43
GTTATGCGTGGGCGATATAG SEQ ID NO.: 44
GATGCGTGGGCGTTGACGTGGAAAATGC SEQ ID NO.: 45
CTATTTCGAAACGATCTACATTGGCATAAC SEQ ID NO.: 46
CGTTCCCACTTCCTGCGACCGG SEQ ID NO.: 47
GGGTGAAGGCAAGAGTAGAGCGGCGG SEQ ID NO.: 48
CGTTCTCCGATTGGTCACGCG SEQ ID NO.: 49
GTACTCCCTTTGCCTCCTTCAACCGG SEQ ID NO.: 50
CCTTATTCAGCACCACGGACAGCGCCATTCG SEQ ID NO.: 51
GCGAAAGGACAAAGGTCAGGCGG SEQ ID NO.: 52
GGCTTGCTGTGGAATATCGATGGTG SEQ ID NO.: 53

De acuerdo con la presente invencién, la composicion de la presente invencion puede comprender adicionalmente un
tampon. Se puede utilizar cualquier tampon adecuado para la composicién de la presente invencién. En algunas
realizaciones, el sistema de tampoén utilizado para la composicién es compatible con el principio activo y/o el agente
de la composicion. En alguna otra realizacion, el sistema de tampon utilizado para la composicion de la presente
invencion facilita o estabiliza el principio activo y/o el agente. En algunas otras realizaciones, el sistema de tampon
utilizado para la composicion de la presente invencién es un tampdn organico o inorganico. Ejemplos de tampones
incluyen tampones de fosfato, tampones de citrato, tampones de borato, tampones de bicarbonato, tampones de
carbonato, tampones de acetato, tampones de amonio, y tampones de trometamina (Tris).

De acuerdo con la presente invencion, en algunas realizaciones, el tampén es un tamp6én a base de un no fosfato. La
cantidad de tampon empleado puede confirmarla un experto en la técnica, tal como una cantidad que varie desde 0,01
mM a 1 M, tal como 10 mM.

De acuerdo con la presente invencion, la composicion de la presente invencidon puede ser una composicion
farmacéutica, por ejemplo, que incluya un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables pueden contener un compuesto fisiolégicamente aceptable que actlie, por ejemplo, para estabilizar la
composicion o para aumentar o disminuir la absorcién del principio activo y/o la composicion farmacéutica. Los
compuestos fisiolégicamente aceptables pueden incluir, por ejemplo, carbohidratos tales como glucosa, sacarosa o
dextranos, antioxidantes tales como el acido ascorbico o glutation, agentes quelantes, proteinas de bajo peso
molecular, composiciones que reduzcan el aclaramiento o la hidrdlisis de cualquiera de los agentes coadministrados,
0 excipientes u otros estabilizantes y/o tampones. También se puede utilizar detergentes para estabilizar la
composicion o para aumentar o disminuir la absorcién. Un experto en la técnica apreciara que la eleccién de un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, que incluya un compuesto fisiolégicamente aceptable dependera, por ejemplo,
de la via de administracién del presente polvo y de las caracteristicas fisicoquimicas particulares de cualquier agente
coadministrado.

En algunas realizaciones, los vehiculos o excipientes farmacéuticos adecuados incluyen los excipientes tales como
almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, carbén vegetal, gel de silice, estearato sédico,
glicerol, monoestearato, talco, cloruro sddico, leche desnatada secada, glicerol, propilenglicol, agua, etanol, y
similares. En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica puede contener también cantidades menores de
agentes humectantes o emulsionantes, o0 agentes de tampon el pH. Ademas, se pueden utilizar agentes auxiliares,
estabilizantes, espesantes, lubricantes y colorantes.

Las composiciones farmacéuticas se pueden fabricar por medio de procedimientos de mezclado convencional,
disolucién, granulado, fabricacién de grageas, levigado, emulsificacién, encapsulacion atrapado o liofilizacion. Las
composiciones farmacéuticas se pueden formular de manera convencional utilizando uno o mas vehiculos, diluyentes,
excipientes o auxiliares fisiolégicamente aceptables, que faciliten el procesamiento de los compuestos desvelados en
el presente documento en preparaciones que se puedan utilizar farmacéuticamente. La formulacién apropiada
depende de la via de administracion escogida.

Las presentes composiciones farmacéuticas pueden tener forma de soluciones, suspensiones, emulsiones,
comprimidos, pildoras, aglomerados, capsulas, capsulas que contienen liquidos, polvos, formulaciones de liberacién
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sostenida, supositorios, aerosoles, pulverizadores, suspensiones o cualquier otra forma adecuada para su uso. Otros
ejemplos de vehiculos farmacéuticamente adecuados se han descrito en la técnica (véase, Remington’'s
Pharmaceutical Sciences, Philadelphia College of Pharmacy and Science, 192 Edicion, 1995).

Se desvelan en el presente documento métodos para la utilizacion de la composicién de la presente invencién. En un
ejemplo, la composicion de la presente invencion se puede utilizar para inhibir, reducir, 0 minimizar uno o mas efectos
adversos del principio activo, por ejemplo, sin el agente. En otro ejemplo, la composicion de la presente invencién se
puede utilizar para tratar una o mas afecciones o enfermedades tratables por el principio activo, por ejemplo,
administrando la composicidn del principio activo y el agente, etc. En otro ejemplo mas, la composicion de la presente
invencion se puede utilizar para tratar una o mas enfermedades tratables con el principio activo con efectos adversos
disminuidos o reducidos del principio activo. En algunos ejemplos mas, el principio activo es un oligonucleétido sefiuelo
gue incluye uno o mas sitios de union para EGR1 y la composicién de la presente invencion comprende el principio
activo se puede utilizar para tratar el dolor o afecciones relacionadas.

Cualquier referencia en la descripcion a tratamientos o métodos de tratamiento se refiere a las composiciones o
formulaciones de la presente invencién para su uso en un método de tratamiento.

En general, “tratar” o “tratamiento” de cualquier afeccion, enfermedad o trastorno se refiere, en algunas realizaciones,
a la mejora de la afeccidn, enfermedad o trastorno (es decir, la detencién o reduccion del desarrollo de la enfermedad
o al menos de uno de los sintomas clinicos de la misma). En algunas realizaciones, “tratar” o “tratamiento” se refiere
a la mejora de al menos un parametro fisico, que puede no ser perceptible por el sujeto. En algunas realizaciones
“tratar” o “tratamiento” se refiere a la inhibicion de la afeccién, enfermedad o trastorno, sea fisicamente (por ejemplo,
estabilizacion de un sintoma perceptible), fisiolégicamente (por ejemplo, estabilizacion de un parametro fisico) o
ambos. En algunas realizaciones, “tratar” o “tratamiento” se refiere al retraso de la aparicion de una afeccion,
enfermedad o trastorno.

Los términos “minimizar”, “inhibicién” y “reducciéon”, o cualquier variacion de estos términos, incluye cualquier descenso
medible o inhibiciéon o reduccién completa para conseguir un resultado deseado. Por ejemplo, puede haber una
disminucion del 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 99 %, 0 mas, o cualquier intervalo derivado de este, de reduccién de actividad en comparacién con
lo normal. “Prevencion” o “prevenir” se refiere a (1) una reduccion en el riesgo de adquirir una enfermedad o trastorno
(por ejemplo, que cause que no se desarrolle al menos uno de los sintomas clinicos de una enfermedad en un paciente
que pueda estar expuesto o predispuesto a la enfermedad pero que aun no ha experimentado o presente sintomas
de la enfermedad), (2) una reduccion en la probable gravedad de un sintoma asociado a una enfermedad o trastorno
(por ejemplo, la reduccién de la probable gravedad de al menos uno de los sintomas clinicos de una enfermedad en
un paciente que pueda estar expuesto o predispuesto a la enfermedad pero que ailn no ha experimentado o
presentado sintomas de la enfermedad).

Como se desvela en el presente documento, el principio activo puede ser un oligonucleétido sefiuelo que incluye uno
0 mas sitios de unién para EGR1 y la composicion de la presente invencion que comprende el principio activo puede
utilizarse para tratar, pretratar o prevenir el dolor o afecciones relacionados. En general, “dolor” se refiere a una
experiencia sensorial y emocional desagradable que se asocia a un dafio tisular actual o potencial o descrito en dichos
términos. Se incluyen todas las diferentes manifestaciones y cualidades de dolor, incluyendo el dolor mecéanico (por
ejemplo, inducido por un estimulo mecéanico o por movimiento del cuerpo; hiperalgesia mecanica o alodinia), el dolor
inducido por la temperatura (por ejemplo, el dolor inducido por temperaturas calientes, calidas o frias), y el dolor
inducido quimicamente (por ejemplo, el dolor inducido por un agente quimico). En ciertas realizaciones el dolor es
cronico, sub-crénico, agudo, o subagudo. “Crénico” se refiere a un periodo de tiempo que comprende meses (por
ejemplo, al menos dos meses) o afos. “Subagudo” se refiere a un periodo de tiempo que comprende horas (por
ejemplo, 1 h -24 h). “Sub-crénico” se refiere a un periodo de tiempo que comprende dias o0 meses (por ejemplo, menos
de dos meses). En ciertas realizaciones, el dolor representa hiperalgesia (es decir, una sensibilidad aumentada a un
estimulo doloroso) o alodinia (es decir, una respuesta dolorosa a un estimulo no doloroso habitualmente). El dolor
puede ser un dolor inflamatorio, dolor neuropatico, dolor muscular, dolor esquelético, dolor postquirirgico, dolor de
artritis, o dolor de diabetes. En ciertas realizaciones, el dolor existe previamente en un paciente. En otras realizaciones
el dolor es yatrogénico, inducido en un paciente (por ejemplo, el dolor postoperatorio).

En algunas realizaciones, las afecciones dolorosas o relacionadas con el dolor incluyen la sefializaciéon nociceptiva.
En general “sefializacion nociceptiva” se refiere a mecanismos celulares y moleculares implicados en la deteccion del
estimulo nocivo o de un estimulo potencialmente perjudicial, que da lugar a la percepcion del dolor, incluyendo la
sintesis y liberaciébn de neurotransmisores, sefializacion inducida por neurotransmisores, despolarizacion de
membrana, y eventos de sefializacion intracelular e intercelular relacionados.

En algunas otras realizaciones, las afecciones dolorosas o relacionadas con el dolor incluyen el dolor postoperatorio,
dolor cronico, dolor inflamatorio, dolor neuropatico, dolor muscular, y dolor esquelético. En ciertas realizaciones, las
composiciones se pueden utilizar para la prevencién de una faceta del dolor mientras se trata concurrentemente otro
sintoma del dolor.
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La composicion desvelada en el presente documento se puede utilizar para el tratamiento o prevencién del dolor en
un paciente administrando la composicion de un oligonucleétido sefiuelo y un agente, en la que el oligonucleétido
sefiuelo no se une a los factores de transcripcion AP1, ETS1 y STAT. La composicion desvelada en el presente
documento se puede utilizar para el tratamiento o prevencién del dolor en un paciente administrando la composicién
de un oligonucleétido sefiuelo y un agente, en la que el oligonucleétido sefiuelo se une a uno o mas factores de
transcripcion seleccionados de entre el grupo que consiste en AP1, ETS1, GATA y STAT, a condicion de que el dolor
no sea un dolor lumbar debido a un trastorno del disco intervertebral.

La composicién desvelada en el presente documento se puede utilizar para la modulacién de la transcripcion de un
gen presente en una célula implicada en la sefializacién nociceptiva o la percepcion del dolor en un paciente
administrando la composicién de un oligonucleétido sefiuelo, por ejemplo, un oligonucleétido sefiuelo que comprende
uno o mas sitios de unién a EGR1 y un agente. En ciertos ejemplos, la modulacién comprende la supresion o represion
de la expresion genética. “Modulacion del nivel de expresion genética” se refiere a cualquier cambio en el nivel de
expresion genética, incluyendo una induccion o activacion (por ejemplo, un aumento de la expresion genética), una
inhibicién o supresion (por ejemplo, una disminucién de la expresion genética), o una estabilizacion (por ejemplo, la
prevencion de la regulacion positivo o la regulacién negativa de un gen que se produce habitualmente en respuesta a
un estimulo, tal como un estimulo inductor de un dolor). En otros ejemplos, la modulaciéon comprende la estabilizacion
de la expresion genética. En otros ejemplos mas, la modulacion comprende la activacion o induccién de la expresién
genética. En ciertos ejemplos, el gen esta implicado en la sefializacidon nociceptiva. Los genes implicados en la
sefializacion nociceptiva incluyen, pero no se limitan a, genes que codifican proteinas de membrana (por ejemplo,
canales iénicos, receptores de membrana, etc.), moléculas de sefalizacion solubles (por ejemplo, moléculas de
sefializacion intracelulares o neurotransmisores), enzimas sintéticas (por ejemplo, enzimas de sintesis de
neurotransmisores), y factores de transcripcion. Ejemplos especificos de dichos genes incluyen, pero no se limitan a,
BDKRB2, HTR3A, SCN9A, BDNF, GRM5, NOS1, GCH1, 1, CACNA1B, P2XR3 y PNMT.

En otros ejemplos, la composicién de la presente invencién se puede utilizar para modular la sefializacién nociceptiva
en una célula poniendo en contacto la célula con la composicién de un oligonucledtido sefiuelo, por ejemplo, un
oligonucledtido sefiuelo que comprende uno o mas sitios de unién a EGR1 y un agente. En ciertos ejemplos, la
modulacion comprende la supresion o represion de la sefializacién nociceptiva. En ciertos ejemplos, la modulacion de
la sefializacién nociceptiva en una célula comprende la modulacion, por ejemplo, el aumento, protedlisis de una
proteina implicada en la sefializacién nociceptiva den dicha célula. Por ejemplo, se ha unido la actividad proteasémica
anormalmente alta a fuertes déficits de plasticidad neuronal (es decir, una principal caracteristica celular de dolor). En
ciertos ejemplos, la modulacion comprende la activacion de un inhibidor de la sefializacién nociceptiva.

En otros ejemplos mas, la composicion de la presente invencién se puede utilizar para modular una proteina implicada
en la sefializacién nociceptiva en una célula poniendo en contacto la célula con la composicién de un oligonucleétido
sefiuelo, por ejemplo, un oligonucleodtido sefiuelo que comprende uno o mas sitios de union a EGR1 y un agente. En
ciertos ejemplos, la modulacién de la degradacion proteica comprende la estimulacion de la funcién del proteasoma.
En ciertos ejemplos, la proteina esta implicada en la sefalizacion nociceptiva. Las proteinas implicadas en la
sefializacidon nociceptiva incluyen, pero no se limitan a, proteinas de membrana (por ejemplo, canales i6nicos,
receptores de membrana, etc.), moléculas de sefalizacién solubles (por ejemplo, moléculas de sefializacion
intracelular o neurotransmisores), enzimas sintéticas (por ejemplo, enzimas de sintesis de neurotransmisores), y
factores de transcripcién. Ejemplos especificos de dichas proteinas incluyen, pero no se limitan a, BDKRB2, HTR3A,
SCNO9A, BDNF, GRM5, NOS1, GCH1.

Como se utiliza en el presente documento, el término “eficaz” (por ejemplo, “una cantidad eficaz”) significa adecuada
para conseguir un resultado deseado, esperado o pretendido. Una cantidad eficaz puede ser una cantidad
terapéuticamente eficaz. Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de un principio activo que,
cuando se administra a un sujeto, es suficiente para efectuar dicho tratamiento de una enfermedad o afeccién
particular. La “cantidad terapéuticamente eficaz” variara dependiendo del ingrediente activo, la enfermedad o afeccién,
la gravedad de la enfermedad o afeccion, y la edad, peso, etc., del sujeto que se va a tratar.

En ciertos ejemplos, uno o mas principios activos, tal como oligonuclettidos sefiuelo, opcionalmente en una
composicion (por ejemplo, una composicion farmacéutica) que comprende una cantidad estabilizante in vivo de un
agente, se proporcionan en un kit. En ciertos ejemplos, el kit incluye unas instrucciones, por ejemplo, de utilizacién de
dicho uno o mas principios activos o la composicion que comprende los principios activos. En ciertos ejemplos, dichas
interacciones describen uno o mas de los métodos de la presente invencién, por ejemplo, un método para la prevencion
o tratamiento del dolor, un método de modulaciéon de la expresidon genética en una célula, un método para la
modulacion de la sefializacién nociceptiva en una célula, un método para la modulacién de la degradacion proteica en
una célula, etc. En ciertas realizaciones, los principios activos opcionalmente en una composicion (por ejemplo, una
composicion farmacéutica) que se proporcionan en un kit se proporcionan en forma liofilizada. En ciertos ejemplos
relacionados, un kit que comprende uno o mas componentes liofilizados comprende adicionalmente una solucién (por
ejemplo, una solucién salina farmacéuticamente aceptable) que se puede utilizar para resuspender dicho uno o mas
principios activos y el agente opcional.

En general, las composiciones de la presentes invencion se pueden administrar por cualquier via conveniente, por
ejemplo, mediante infusibn o inyeccién en embolada, mediante absorcién a través de capas epiteliales o
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mucocutaneas (por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.), o por via oral. La administracion puede ser
sistémica o local. Se conocen distintos sistemas de suministro, incluyendo, por ejemplo, la encapsulaciéon en
liposomas, microparticulas, microcapsulas, capsulas, etc., que se pueden utilizar con fines de administracion. Los
métodos de administracion incluyen, pero no se limitan a, intradérmico, intramuscular, intraperitoneal, intravenoso,
subcutaneo, intranasal, epidural/peridural, oral, sublingual, intranasal, intracerebral, intravaginal, transdérmico, rectal,
mediante inhalacion o tépico, particularmente en los oidos, nariz, 0jos, o piel. En ciertas realizaciones, se administra
mas de un principio activo a un paciente en una composiciéon que comprende un agente, y opcionalmente mas de un
agente. El modo de administracién preferido se deja a discrecion del facultativo, y dependera en parte del sitio de la
afeccion médica.

En ejemplos especificos, puede ser deseable administrar una o0 mas composiciones localmente en el area que necesita
el tratamiento. Esto se puede conseguir, por ejemplo, y no a modo de limitacién, por infusion local durante la cirugia,
aplicacion topica (por ejemplo, en conjuncién con un vendaje después de la cirugia), mediante inyeccién, por medio
de un catéter, por medio de un supositorio, o por medio de un implante, siendo dicho implante de un material poroso,
no poroso, o gelatinoso, incluyendo membranas, tal como membranas sialasticas, o fibras. En algunos ejemplos, la
administracion puede ser por inyeccion directa en el sitio (por ejemplo, el sitio anterior, actual, o esperado) del dolor.

En ciertos ejemplos, puede ser deseable introducir una o mas composiciones en el sistema nervioso por cualquier via
adecuada, incluyendo, pero no restringida a la inyeccioén intraventricular, intratecal, perineural o epidural/peridural. Se
puede facilitar la inyeccion intraventricular mediante un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un deposito, tal
como un depdsito de Ommaya.

También se puede emplear la administracion pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un inhalador o nebulizador,
y la formulaciéon con un agente aerosolizante, o mediante perfusién en un fluorocarbono o surfactante pulmonar
sintético.

Se puede administrar una dosis y entonces se repite si fuera necesario como determinen los expertos habituados en
la técnica. Por lo tanto, en algunos ejemplos, se contempla una Unica dosis. En otras realizaciones, se contemplan
dos 0 mas dosis. Cuando se administran mas de una dosis a un sujeto, el intervalo de tiempo entre dosis puede ser
cualquier intervalo de tiempo segun determinan los expertos habituados en la técnica. Por ejemplo, el intervalo de
tiempo entre dosis puede ser aproximadamente de 1 hora a aproximadamente 2 horas, aproximadamente 2 horas a
aproximadamente 6 horas, aproximadamente 6 horas a aproximadamente 10 horas, aproximadamente 10 horas a
aproximadamente 24 horas, aproximadamente 1 dia a aproximadamente 2 dias, aproximadamente 1 semana a
aproximadamente 2 semanas, 0 mas, o cualquier intervalo de tiempo que se deriva de cualquiera de estos intervalos
citados. Las formas de dosificacion pueden adaptarse, por ejemplo, para administrarse a un paciente no mas de un
cierto nimero por dia, tal como no méas de dos veces al dia, o solo una vez al dia. La dosificacion se puede proporcionar
sola o0 en combinacién con otros farmacos y puede continuar tanto como sea necesario para el tratamiento o
prevencion eficaces, tales como el tratamiento o prevencion eficaces del dolor.

Terapia de combinacion

En ciertos ejemplos, las composiciones de la presente invencién se pueden utilizar en una terapia de combinacién con
al menos otro agente terapéutico. El otro agente terapéutico puede ser otra composicion que comprende un principio
activo. La composicién principio activo/agente y el agente terapéutico pueden actuar de manera aditiva o sinérgica.
En algunas realizaciones, la administracién de ambos, el principio activo/agente y el agente terapéutico es concurrente.
En otros ejemplos, una composicién de principio activo/agente se administra antes o después de la administracion de
otro agente terapéutico.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto habituado en la técnica a la que pertenece la presente
solicitud. Aunque cualquiera de los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente
documento se pueden utilizar en la practica o ensayo de la presente solicitud, los métodos y materiales representativos
se describen en el presente documento.

Siguiendo la convencién de la ley de patentes de larga duracion, los términos “un”, “una”, y “el” se refiere a “uno o
mas” cuando se utiliza en la presente solicitud, incluyendo las reivindicaciones. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia
a “un vehiculo” incluye mezclas de uno o mas vehiculos, dos 0 mas vehiculos y similar.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se utiliza para significar “y/0” a menos que se indique explicitamente para
referirse solo a alternativas o las alternativas sean mutuamente excluyentes. Se contempla especificamente que
cualquier listado de articulos utilizando el término “0” significa que cualquiera de los articulos enumerados también se
puede excluir especificamente de la realizacién relacionada.

A lo largo de la presente solicitud, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar que un valor incluya la
desviacion tipica de error para el dispositivo 0 método que se emplee para determinar el valor.
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Ejemplos
Ejemplo 1: Valoracion de la respuesta clinica de form  ulaciones de oligonucle6tidos

Se desarrollé un método para identificar la cantidad apropiada de calcio que se tiene que afadir a una formulacién
con el fin de evitar los signos clinicos y eventos adversos a continuacion del suministro intratecal de un oligonucleétido.

En resumen, se anestesiaron las ratas utilizando isofluorano, se les inyectd por via intratecal (suministro percutaneo,
L5/6, 0,02 ml), se les colocé en la jaula para que se recuperaran y se registrd su comportamiento durante ~ 60 min.
Utilizando una formulacion de solucién salina + oligonucleétido (de doble cadena, 23 pares de bases, peso molecular
= 14092,92 g/ml, %GC = 69,5 %, cadena en sentido: 5-GTATGCGT-GGGCGGTGGGCGTAG-3'), se identificaron
trece signos clinicos espontaneos o provocados que se podian producir a continuacion del suministro de un
oligonucledtido: agitado de cola, rigidez de cola, meneo de cola, dorso encorvado, vocalizacion, agitacion,
comportamiento de congelacién, afliccion/convulsion, disfuncion motora posterior/garras traseras, vocalizacion
exagerada después de uncion de la cola, escape exagerado después de la puncién de la cola, meneo/rigidez a
continuacién de la puncion de la cola. La presencia o ausencia de un signo durante el periodo de observacién se
registr6 numéricamente con un 1 o un 0, respectivamente. Se juzgd la actuacion de una formulacién para evitar la
existencia de estos signos basandose en su valor numérico total respecto a 13 y se comparé con el valor de un control,
la inyeccion intratecal de solucién salina.

Se desarroll6 un método de exploracién en ratas para determinar la relacion molar apropiada de CaClz (CaClz-2H20
dihidrato, peso molecular = 147,02 g/mol) con respecto al oligonucledtido que eliminaba estos efectos. En resumen,
las ratas se anestesiaron ligeramente con el fin de llevar a cabo una inyeccion IT lumbar de la formulacion de
oligonucleétido (100 mg/ml, 0,02 ml). Después de la inyeccion, se dejé a los animales que se recuperaran de la
anestesia y se colocaron en una jaula. Se observaron los signos clinicos durante aproximadamente 1 h y se calculé
una puntuacion clinica basandose en la existencia de signos clinicos predeterminados. De una manera iterativa, se
ensayaron varias formulaciones del oligonucle6tido que contenian relaciones de peso de oligonucledtido:CaClz que
variaban desde 1:0,002 gramos (relacion molar de 1:0,2) a 1:0,026 gramos (relacion molar de 1:2,64). Los resultados
indicaban que los signos clinicos se eliminaban comenzando a una relacién de peso de oligonucleétido:CaClz de
1:0,0155 gramos (relacion molar de 1:1,4 M). El efecto se mantenia hasta la relacion mas alta ensayada. Basandose
en estos resultados, se determind que una relacién de peso fija de oligonucleétido:CaCl. de 1:0,0198 + 0,003 (relacion
molar de 1:1,8 + 0,3 M) que era la Optima para la prevenciéon de los signos clinicos que se pueden producir al
administrar un oligonucledétido en el LCR (FIGURA 1). Experimentos adicionales demostraban que la inyeccién de un
oligonucleétido de cadena sencilla producia las mismas reacciones clinicas en comparacion con uno de cadena doble,
confirmando un efecto de clase para los compuestos a base de oligonucleétidos (FIGURA 1).

Ejemplo 2: Caracterizacién de una relacion de unién oligonucleodtido:calcio

Se llevaron a cabo experimentos para caracterizar una relacién de unién oligonucleétido:calcio. Se dedicaron
esfuerzos particulares a caracterizar la cantidad de calcio que permanecia libre, no unido al oligonucleétido del Ejemplo
1, ya que la concentracion de calcio que se introduce en la formulaciéon, que dependia de la concentracion de
oligonucleétido, podia exceder la concentracion de calcio endégena del LCR. Se preparé un amplio intervalo de
formulaciones que contenian un exceso de calcio de 1,4 a 250 veces con respecto a la concentracion de
oligonucledtido y se midi6 el calcio libre (FIGURA 2).

Los resultados demostraban que la cantidad de calcio que se une al oligonucledtido sigue una relacién lineal (R? =
0,89) que aumenta con el exceso de CaClz. Cuanto mas calcio se afiade, mas se une al oligonucleétido hasta que se
alcanza una meseta de saturacion de unién. La unién también estaba influenciada por la fuerza iénica total de la
solucion ensayada, que se modul6 afiadiendo NaCl: cuanto mayor es la fuera iénica, mayor era la unién del calcio
(FIGURA 2). En total, este conjunto de resultados indicaba que solo una pequefia porcién de calcio permanece libre
en presencia del oligonucleétido en la formulacion. Debido a los inconvenientes técnicos ligados al ensayo de
deteccién de calcio, se llevaron a cabo los experimentos iniciales con bajas concentraciones de oligonucleétidos (0,1-
3 mM). Con técnicas complementarias que permitian el ensayo de condiciones experimentales con mayores
concentraciones de oligonucleétidos se confirmé que hasta el limite de solubilidad del oligonucleétido (13,5 mM), la
cantidad de calcio que permanecia libre era minima con respecto a la concentracién introducida inicialmente en la
formulacién y en el intervalo de la concentracion enddgena del LCR (FIGURA 3).

Colectivamente, estos datos muestran que a la relacién de oligonucleétido:calcio definida, el calcio introducido en la
formulacion satura adecuadamente los sitios de unién al calcio presentes en el oligonucleétido para evitar el
tamponado del calcio del LCR. Ademas, demuestran que la formulacion no presenta toxicidad potencial en términos
de introduccién artificial de una alta concentracion de calcio en el LCR.

Ejemplo 3: Analisis farmacolégico de una formulacion de oligonucleétido

Se llevaron a cabo experimentos complementarios para asegurar que la presencia de calcio en la formulacién del
Ejemplo 1 no alteraba las propiedades farmacoldgicas del oligonucleétido. El oligonucleétido ensayado es un factor
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de transcripcion sefiuelo que inhibe la transcripcion del factor EGR1 y evita el desarrollo de dolor después de una
lesion. Los experimentos con ELISA de competicion mostraban que el calcio, incluso con un alto exceso de
concentracién, no tenia un impacto en la afinidad del oligonucleétido por el EGR1 (FIGURA 4A) ni su estabilidad
(FIGURA 4B). El ensayo de comportamiento del oligonucle6tido en el modelo incisional y modelos preclinicos de lesion
del nervio conservado del dolor presentaban una eficacia similar con formulaciones en presencia o ausencia de calcio
(FIGURA 5).

Ejemplo 4: Estudio de estabilidad a largo plazo de un  a formulacion de oligonucleétido

A continuacion de la relacion 6ptima de oligonucledétido:calcio con respecto al oligonucleétido del Ejemplo 1, se llevaron
a cabo experimentos para desarrollar adicionalmente una formulaciéon adecuada que proporcionara una estabilidad a
largo plazo de una solucién liquida que contenga un oligonucleoétido/calcio. Los experimentos iniciales evaluaban la
necesidad de un agente tampoén preparando soluciones de oligonucleétido/calcio en agua, ya que se sabe que los
oligonucledtidos contienen una cierta cantidad de capacidad tampén. Después de ajustar el pH a ~ 7,5, el pH de la
solucién se evalu6 durante un periodo de 2 semanas. El pH no se mantenia y se apreciaba una “deriva” del pH en la
solucion (Tabla 1). Por lo tanto, se llevaron a cabo experimentos adicionales para seleccionar un tampén apropiado
que proporcionara un control de pH adecuado y también fuera compatible con la via de administracion propuesta
(intratecal). El fosfato sédico fue la eleccidn inicial de tampdn, sin embargo, los experimentos indicaban problemas de
compatibilidad con el compuesto. Las concentraciones bajas de fosfato sédico (< 5 mM) no proporcionaban una
capacidad tampon adecuada para mantener el pH, mientras que concentraciones mas altas (= 5 mM) daban como
resultado una precipitacion visible, presumiblemente debido a la formacion de fosfato célcico (Tabla 2). Por lo tanto,
se evalud la trometamina (Tris), que no contiene fosfatos, en cuanto a compatibilidad y capacidad tampoén. Los
experimentos indicaban que 10 mM de trometamina (Tris) proporcionaban un control adecuado del pH (estable a 7,5)
y no se observaron problemas de compatibilidad con la solucién que contenia oligonucleétido:calcio (Tabla 3).

Tabla 1: Estabilidad de la formulacién oligonucleétido:calcio en ausencia de tampén

Concentracion de oligonucleétido,
mg/mi pH
Intervalo de g
tiempo
P Refrigerador (5 °C) Cc()_nz%el%d)or Refrigerador (5 °C) Cc()_nz%el%d)or
7,47
Dia0
7,5
47,7 46,8 8,28 7,58
Dia 3
190 186,8 8,02 7,61
44 46,3 7,9 7,67
Dia7
192 187,6 7,85 7,61
47,1 46,7
Dia 10
193,8 193,8

El oligonucledtido se formul6 con cloruro célcico en H20 a una relacion de peso 1:0,0155 (1:1,55 de relacion molar) y
se ajusto el pH a 7,5 con una pequefa cantidad de hidréxido sodico diluido y acido clorhidrico diluido. El estudio se
llevé a cabo con concentraciones de oligonucleétido de ~ 190 mg/ml y ~ 50 mg/ml a dos temperaturas de
almacenamiento diferentes de 5 °C y -20 °C. La concentracién de oligonucleétido total y el pH de la formulacion AYX1
se control6 durante un periodo de 10 dias.
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Tabla 2: Estabilidad de la formulacién oligonucleétido:calcio con tampén de fosfato sédico

Formulacién de Resultados dia 0 Resultados Dia 3 Resultados Dia 7 Resultados Dia 14

oligonucledtido

Visual pH Visual pH Visual pH Visual pH

1:0,001 CaClz, sin
tampodn de fosfato
saédico, 4,5 mg/ml of
NaCl, Volumen total:
1,325 ml?

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,

7,555 .
sin color

7,434 7,41 7,328

1:0,001 CaClz, 2,5 mM
de tampon de fosfato
sédico Transparente,
buffer, 4,5 mg/ml of sin color
NaCl, Volumen total:
1,25 ml

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,

7,491 ;
sin color

7,47 7,457 7,415

1:0,001 CaClz, 5,0 mM
de tampon de fosfato
saédico, 4,5 mg/ml of
NacCl, Volumen total:

1,25 ml

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,

7,466 h
sin color

7,466 7,454 7,393

1:0,002 CacClz, no
de tampon de fosfato
saédico, 4,5 mg/ml of
NaCl, Volumen total:

1,25 ml

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,

7,498 ;
sin color

7,317 7,281 7,209

1:0,002 CaClz, 2,5 mM
de tampon de fosfato
saédico, 4,5 mg/ml of
NaCl, Volumen total:

1,25 ml

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,
sin color

Transparente,

7,546 .
sin color

7,521 7,478 7,421

1:0,002 CaClz, 5,0 mM
de tampon de fosfato
saédico, 4,5 mg/ml of
NaCl, Volumen total:

1,25 ml

Transparente,
sin color

Ligeramente
turbio

Ligeramente
turbio

Ligeramente

7,508 turbio

6,743 6,724 6,654

Se formulé el oligonucledtido (112 mg/ml, 7,95 mM) con cloruro calcico en H20 con una relacion de peso de 1:0,01 o
1:0,02 (1:1-1:2 de relacion molar) y se ajust6é el pH a 7,5 con una pequefia cantidad de hidroxido sédico diluido y acido
clorhidrico diluido. Se afiadié fosfato sédico para tamponar las formulaciones y se afiadié cloruro sédico como el
excipiente para ajustar la osmolalidad de la formulacion. Se llevé a cabo el ensayo a la temperatura de almacenamiento
de 5 °C. Se controlaron la estabilidad y el pH durante un periodo de 14 dias. La turbidez indica que se produce
precipitacion en la solucién.

Tabla 3: Estabilidad de la formulacion oliogonucleétido:calcio con tampon Tris

A. Estabilidad en quince dias

HPLC de HPLC de
L . L exclusioén por
Intervalo de Descripcion de PN intercambio iGnico tamario
i Inspeccién visual pH
tiempo la muestra
Pureza (Area %) | Pureza (Area %)
Produqto_ Transparente, sin 7.451 93,39 99.3
. farmacologico color
Dia 0 T -
Placebo ransparente, sin | 7 4 ND ND
color
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(continuacion)

HPLC de HPLC de
Intervalo de Descripcion de o intercambio ionico exclusion por
: Inspeccidn visual pH =
tiempo la muestra . .
Pureza (Area %) Pureza (Area %)
Produgto_ Transparente, sin 7,522 ND ND
. farmacologico color
Dia 3 -
Placebo Transparente, sin | - 5 429 ND ND
color
Produgto_ Transparente, sin 7.331 ND ND
. farmacologico color
Dia 7 -
Placebo Transparente, sin | 5 g ND ND
color
Produqtq Transparente, sin 7.484 93,53 99.2
3 farmacologico color
Dia 14 T -
Placebo ransparente, sin | 7 367 ND ND
color
B. Estabilidad en tres meses
Método de ensayo T=0 T=1 mes T=2 meses T=3 meses
Visual - Color Sin color Sin color Sin color Sin color
Visual - Claridad Transparente Transparente Transparente Transparente
Apariencia visual Libre d_e_paruculas Libre d_e_paruculas Libre d_e_paruculas Libre d_e_partlculas
visibles visibles visibles visibles
Contenido total de
oligonucledtido 111,8 mg/ml 111,9 mg/mi 111,4 mg/ml 108,4 mg/ml
Pureza por SEC-
HPLC
a.
Pico principal de 99,30 % 99,20 % 99,20 % 99,20 %
oligonucleétido
b. impurezas de
cadena sencilla
RRT %éarea RRT %éarea RRT %éarea RRT %éarea
0,88 0,59 % 0,88 0,88
c. impurezas 0,61 % 1,13 0,20 % 0,63 % 0,63 %
inespecificas 1,13 0,12 % 1,14 1,13
0,21 % 0,13 %
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(continuacion)

Método de ensayo T=0 T=1 mes T=2 meses T=3 meses
Pureza por IEX-
HPLC
a.
Picos principales 93,6 % Total 93,7 % Total 92,9 % Total 91,3 % Total
de oligonucleétido
59,6 % AWL 49,9 % AWL 49,3 % AWL 48,8 % AWL
44,0 % AWM 43,8 % AWM 43,6 % AWM 42,5 % AWM
b. impurezas %Area %Area %Area %Area
2,32 % 2,74 % 2,50 % 3,12%
0,68 % 1,14 % 0,91 % 0,70 %
%Area %Area %Area %Area
0,30 % 0,27 % 0,31 % 0,31 %
1,79 % 1,53 % 1,79 % 2,88 %
0,73 % 1,27 % 0,61 % 0,98 %
pH 7,5 7,5 7,5 7,6

Estabilidad de la formulacion de oligonucleétido:calcio tamponada con Tris. Tabla 3A. Se formulé el oligonucle6tido
(112 mg/ml, 7,95 mM) con cloruro célcico en H20 con una relacion de peso de 1:0,02 (1:2 de relacién molar) y se
ajusté el pH a 7,5 con una pequefia cantidad de hidréxido sédico diluido y acido clorhidrico diluido. Se afiadié Tris (con
una concentracion final de 10 mM) para tamponar la formulaciéon y se afadié cloruro sédico como excipiente para
ajustar la osmolalidad de la formulacién. Se llevé a cabo el ensayo a una temperatura de almacenamiento de 5 °C. Se
controlaron la estabilidad y el pH de las formulaciones durante un periodo de 14 dias. Se llevaron a cabo mediciones
adicionales de la estabilidad e integridad del oligonucleétido (pureza por HPLC de intercambio i6nico y HPLC de
exclusién por tamafio) en el tiempo O y a los 14 dias. Tabla 3B: Estabilidad a largo plazo de la formulacién de
oligonucledtido:calcio. Se formul6 el oligonucleétido (110 mg/ml, 7,8 mM) con cloruro calcico en H20 con una relacién
de peso de 1:0,018 (1:1,8 de relacién molar), se ajust6 el pH a 7,5 y es afiadio Tris (con una concentracion final de 10
mM). Se midieron el pH, la precipitacién (por inspeccién visual) y la integridad del oligonucleétido (por SEC-HPLC de
exclusiéon por tamafio, IEX-HPLC de intercambio i6nico) durante 3 meses. Se ensayaron tres condiciones de
almacenamiento 5 °C, 25 °C y 40 °C, con resultados similares. Se muestra el resultado de la condiciéon de
almacenamiento a 5 °C.
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<213> Secuencia artificial

<220>
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ggcttatgca aattcgaatg caaatttgtc g

<210> 2

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 2
ctaagcccac gtgaccattg gccaggtgac cagatc

<210>3

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 3

gttatgecgtg ggcgataatg cgggggcgtt atag

<210> 4

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 4
gcctecectga gectcattgac gtatctegg

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 5
cgaatatgac tgagaatgac tcagatttgc

<210>6

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 6
ggttctatga ttttggaatc ggattgtgca aagaagc

<210>7

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 7
gcttcaggat gtccatatta ggagatcttg ttcg

<210>8

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 8
ggccacagga tgtaggatgt ccatattagg atgc

<210>9

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400>9
gttctctaaa aataaaaggc taaaaataaa agtcg

<210>10<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 10
attaggggcg gggtccgggg cggggtatta

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 11
gttatggcgg ggcggggegg ggccgggegg tttac

<210>12

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 12
ggcaatgtgg ttttagtgtg gttttacgg

<210> 13

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 13
gcegtttggg gtcatagaac cacaggaacc acacgg

<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 14
cattgeccecgg aaatggaccg gatgtaattt cc

<210> 15

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 15
gttcttggaa aataaatgga aaatagtgga aaataagtcg

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 16
cgttceccact tectgegace acttectgee ggg

<210> 17

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 17
ctgcacctat aaatggccta taaatgggga tge

<210> 18

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 18
gcttattteg cggaaggttt cccggaagtg geg

<210> 19

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 19
gctgtgectt atctcetttgg gataactgge g

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 20
gcttaatgaa taagaggaaa aatgcatgct gg

<210>21

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 21
gttctgagat tgcacgatga gatttcacag tcg

<210> 22

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 22
gtccecgecata aataatggca tccttaatcg cg

<210> 23

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 23
gtgcaggcaa gagtagagac aggcaagagt agatgc

<210> 24

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 24
ccgccaataa ttaattatta aggcc

<210> 25
<211>35
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 25
gcttegttece atttececggte teggtttece catte

<210> 26

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 26
gctgectgtgg aatatcgacc tgtggaatat cgtg

<210> 27

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 27
gccgtataaa tgtgctataa aagttttaag accgtge

<210> 28

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 28
gccgtataaa tgtgctataa aagcecgtge

<210> 29
<211> 26 <212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 29
atgctgeget tttcectceccaat ctgegg

<210> 30

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 30
cgttctcecga ttggtcacgg actctccgat tggtcacgge

<210> 31
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<211>28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 31
gcgcacccca gectggetca cccacgeg

<210> 32

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 32
gatcctttge ctcececttegat cctttgecte cttcaag

<210> 33

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 33
ggtgtttggg agagctttgg gaggatacg

<210> 34

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 34
gctaatcact cagcatttcg gtgagggaag tgaaag

<210> 35

<211>51

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 35
cctttcagca ccacggacag cgccagcttc agcaccacgg acagcgecte g

<210> 36

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 36
ggatcgaaca tggagtcagt gagaaatcag gatcgg
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<210> 37

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 37
ggatcgaagce cggagtcaag gaggcccctg atcgg

<210> 38

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 38
ccgaaaggac aaaggtcaag tcgaaaggac aaaggtcag

<210> 39

<211>35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 39
cgggagaaaa ttcgggaacg ttcaagaatt gtcgg

<210> 40

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 40
gttatgcegtg ggcgtagatg cgggggcegtt atag

<210> 41

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 41
gatgcgtggg cgtagg
<210> 42
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 42
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gtatgcegtgg gcggtgggeg tag
<210> 43
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 43
gttatgegtt tgtagatget ttegttatag

<210> 44

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 44
gttatgcgtg ggcgatatag

<210> 45

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 45
gatgcgtggg cgttgacgtg gaaaatge

<210> 46

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 46
ctatttcgaa acgatctaca ttggcataac

<210> 47

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 47
cgttceccact tcctgcecgace gg

<210> 48

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo
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<400> 48
gggtgaaggc aagagtagag cggcgg

<210> 49

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 49
cgttctececga ttggtcacge g

<210> 50

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 50
gtactccctt tgectectte aaccgg

<210>51

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 51
ccttattcag caccacggac agcgccattcec g

<210>52

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucleétido sefiuelo

<400> 52
gcgaaaggac aaaggtcagg cgg

<210> 53

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor de transcripcion del oligonucledtido sefiuelo

<400> 53
ggcttgetgt ggaatatcga tggtg
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende un principio activo y una cantidad estabilizante in vivo de un agente,

en la que el principio activo es un acido nucleico que comprende la SEQ ID NO: 42 y el agente es el ion calcio.
en la que el agente se asocia a un efecto adverso in vivo causado por la administracién del principio activo sin el
agente.

en la que la cantidad estabilizante in vivo es la cantidad que sustancialmente satura los sitios de unién del principio
activo al agente, y

en donde la composicién farmacéutica se formula para su administracién intratecal.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, adecuada para su administracion mediante inyeccion.

3. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la concentracién de ion calcio libre no unido en la
composicion es mayor que el nivel endégeno del ion calcio en el liquido cefalorraquideo.

4. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la concentracién de ion calcio libre no unido en la
composicion es menor que el nivel endégeno del ion calcio en el liquido cefalorraquideo.

5. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que la relacion molar o la relacion de peso del acido
nucleico con respecto al ion calcio varia desde aproximadamente 1:1000 a aproximadamente 1000:1.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en la que:

elion es el ion calcio tal como esta comprendido en el cloruro célcico, y en donde la relaciéon de peso del acido nucleico
con respecto al cloruro célcico es de aproximadamente 1:1, 2:1, 4:1, 5:1, 15:1, 30:1, 50:1, 100:1, 200:1, 250:1, 300:1,
400:1, 0 500:1, o cualquier intervalo que se pueda derivar de este.

7. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 que comprende adicionalmente un tampon.

8. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1, en donde la composicion farmacéutica comprende
adicionalmente un tampon no a base de fosfato.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 para su uso en un método para el tratamiento o el manejo del
dolor en un sujeto.
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A

Valoracion de la respuesta clinica
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FIGURA 1A, 1By 1C
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Union de calcio
(calcio unido /
oligonucleétido)
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FIGURA 2
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Calcio libre /
en la formulacion (mM)
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FIGURA 3
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A Inhibicion de union
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A Respuestas totales a VF
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FIGURAS 5A y 5B
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