
ES
 2

 7
66

 5
49

 T
3

11 2 766 549

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

51 Int. CI.:

A61K 31/70 (2006.01)

A61K 38/17 (2006.01)

A61P 17/02 (2006.01)

12 TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA T3

86 Fecha de presentación y número de la solicitud internacional: 03.02.2006 PCT/IB2006/001961

87 Fecha y número de publicación internacional: 21.12.2006 WO06134494

96 Fecha de presentación y número de la solicitud europea: 03.02.2006 E 06795121 (0)
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: 16.10.2019 EP 1959981

Compuestos anticonexina 43 para el tratamiento de heridas crónicas Título:54

30 Prioridad:

03.02.2005 US 650075 P

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
12.06.2020

73 Titular/es:

CODA THERAPEUTICS LIMITED (100.0%)
3/4 Crescent Road
Epsom, Auckland 1003, NZ

72 Inventor/es:

GREEN, COLIN R. y
BECKER, DAVID L.

74 Agente/Representante:

PONS ARIÑO, Ángel

Véase nota informativa (Remarks, Remarques o
Bemerkungen) en el folleto original publicado por
la Oficina Europea de Patentes

Observaciones:

Aviso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín Europeo de Patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesión de Patentes Europeas).



2 

DESCRIPCIÓN 
 

Compuestos anticonexina 43 para el tratamiento de heridas crónicas 
 
Campo 5 
 
La presente invención se refiere a un compuesto anticonexina 43 para usar en un método de tratamiento de una herida 
crónica en un sujeto, que comprende administrar al sujeto de 0,1 µg a 1 gramo del compuesto anticonexina 43. 
 
Antecedentes de la invención 10 
 
Lo siguiente incluye información que puede ser útil para comprender las presentes invenciones. 
 
La enfermedad coronaria es la principal causa de muerte en la mayoría de los países occidentales. Se ha informado 
que las tasas de mortalidad por enfermedad cardiovascular varían desde 29 (en hombres, 24 para mujeres) por 100000 15 
en Canadá, hasta 213 (hombres, mujeres 154) en la Federación Rusa. Para otros países occidentales, la tasa es de 
31 a 55 (43 - 26). Aproximadamente la mitad de las muertes atribuibles al accidente cerebrovascular son el resultado 
de complicaciones médicas, tales como neumonía y sepsis, y la mitad son atribuibles a complicaciones neurológicas, 
tales como un nuevo infarto cerebral y edema cerebral. Brott, T. and Bogousslavsky, J., New Engl. J. Med. 343: 710 - 
722 (2000). 20 
 
Los accidentes cerebrovasculares son la tercera causa de muerte en los países desarrollados y tienen un impacto 
devastador en la salud pública. Aproximadamente cada año ocurren 700,000 nuevos casos de accidente 
cerebrovascular en los Estados Unidos (American Stroke Association). Aproximadamente el 25 % de los pacientes 
con accidente cerebrovascular mueren como un resultado del accidente cerebrovascular o de sus complicaciones 25 
resultantes. Además, casi el 50 % de las víctimas de accidente cerebrovascular tienen problemas de salud de 
moderados a graves y discapacidades a largo plazo. Aunque la incidencia de accidente cerebrovascular isquémico ha 
disminuido en los últimos 20 años, la edad media de la población ha aumentado, lo que resulta en un aumento continuo 
en el número absoluto de accidentes cerebrovasculares. Las proyecciones recientes indican que para el año 2050, se 
producirán más de 1 millón de accidentes cerebrovasculares cada año en los Estados Unidos. Los accidentes 30 
cerebrovasculares son, generalmente, el resultado de numerosas afecciones subyacentes que disminuyen el flujo de 
sangre al cerebro y causan discapacidad o muerte. Aproximadamente el 85 por ciento de los accidentes 
cerebrovasculares son de naturaleza isquémica (coágulo de sangre o bloqueo de un vaso sanguíneo). Foulkes MR, y 
otros, Stroke; 19:547-54 (1988). Un accidente cerebrovascular isquémico puede ser causado por un coágulo de sangre 
que se forma dentro de la arteria del cerebro (accidente cerebrovascular trombótico), o por un coágulo que se forma 35 
en otra parte del cuerpo y viaja al cerebro (accidente cerebrovascular embólico), los accidentes cerebrovasculares 
trombóticos representan aproximadamente 52 % de todos los accidentes cerebrovasculares isquémicos. Los 
accidentes cerebrovasculares trombóticos son generalmente un resultado de la aterosclerosis (donde los vasos 
sanguíneos se obstruyen con una acumulación de depósitos grasos, calcio, y factores de coagulación de la sangre, 
tales como el fibrinógeno y el colesterol). 40 
 
La inflamación es un proceso multifactorial, y se manifiesta en muchas enfermedades, trastornos, y afecciones que 
tienen enormes consecuencias acumulativas para la salud. Las enfermedades inflamatorias, que incluyen la artritis 
reumatoide, el lupus, la psoriasis, la esclerosis múltiple y el asma, persisten como una causa importante de mortalidad 
y morbilidad en todo el mundo. Además, las enfermedades autoinmunitarias se asocian con la inflamación y están en 45 
aumento, según los informes afectan más de 50 millones de personas en los EE.UU. En muchas enfermedades 
autoinmunitarias, el daño celular, tisular, articular y orgánico resulta de la activación incontrolada de una inmensa 
diversidad de vías inflamatorias. La artritis reumatoide (RA) es una de tales enfermedades inflamatorias crónicas que 
se caracteriza por la inflamación de las articulaciones, lo que provoca hinchazón, dolor, y pérdida de la función. La RA 
afecta al menos un estimado de 2,5 millones de personas en los Estados Unidos, y es causada por una combinación 50 
de eventos que incluyen una infección o lesión inicial, una respuesta inmunitaria anormal, y factores genéticos. 
Cualquiera de al menos 80 enfermedades autoinmunitarias diferentes puede resultar cuando el sistema inmunitario 
deja de ser regulado y ataca el tejido sano. 
 
Las conexinas, conocidas además como proteínas de unión de intersticio, son proteínas transmembranales de cuatro 55 
pasos con extremos C y N citoplasmáticos. Seis conexinas se combinan juntas para formar un hemicanal denominado 
"conexón". 
 
Las uniones de intersticio son estructuras que proporcionan la comunicación directa de célula a célula. La unión de 
intersticio se compone por dos conexones que se acoplan, uno aportado por cada una de las células contiguas que al 60 
acoplarse forman una unión de intersticio funcional. 
 
A medida que los ribosomas las traducen, las conexinas se insertan en la membrana del retículo endoplásmico. 
Bennett MV, Zukin RS. Electrical coupling and neuronal synchronization in the Mammalian brain. Neuron. 2004 Feb 
19;41(4):495-511. Allí se reúnen para formar hemicanales (conexones), que se transportan a la membrana celular en 65 
vesículas y se difunden a través de la membrana hasta que se encuentran con un hemicanal de la otra célula, con el 
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que pueden acoplarse para formar un canal. Id. Las moléculas sobre una conexina le permiten "reconocer" las otras 
conexinas en su hemicanal y las del hemicanal de la otra célula, y causan la alineación correcta y la formación del 
canal. Kandel ER, Schwartz JH, Jessell TM. Principles of Neural Science, 4ta Ed., pp.178-180. McGraw-Hill, Nueva 
York (2000). 
 5 
Las proteínas conexinas tienen una topología transmembranal común, con cuatro dominios transmembranales alfa 
helicoidales, dos lazos extracelulares, un lazo citoplasmático, y dominios citoplasmáticos N-terminal y C-terminal. Las 
secuencias son más conservadas en los dominios transmembranales y extracelulares, aunque muchas de las 
diferencias funcionales claves entre las conexinas están determinadas por las diferencias entre los aminoácidos en 
estos dominios mayormente conservados. Cada lazo extracelular contiene tres cisteínas con espaciado invariante 10 
(excepto una isoforma) que se requieren para la función de canal. El canal de unión se compone de dos hemicanales 
unidos por los extremos, cada uno de los cuales es un hexámero de subunidades de conexina. En los canales de 
unión, las cisteínas en los lazos extracelulares forman enlaces disulfuro intramonómeros entre los dos lazos, no 
enlaces intermonómeros o interhemicanal. La unión homofílica de los extremos entre hemicanales es mediante 
interacciones no covalentes. Los estudios de mutagénesis sugieren que la región de acoplamiento contiene estructuras 15 
beta, y puede parecerse en algún grado a la estructura barril beta de los canales de porina. Los dos hemicanales que 
componen un canal de unión están escalonados rotacionalmente en aproximadamente 30 grados entre sí, de manera 
que las hélices alfa de cada monómero de conexina se alinean axialmente con las hélices alfa de los dos monómeros 
adyacentes en el hemicanal opuesto. 
 20 
Cada conexón o hemicanal en la membrana debe, en condiciones normales, permanecer cerrado hasta que se acople 
con un conexón de una célula vecina. Sin embargo, los inventores creen que cuando una célula que expresa un 
hemicanal se expone a un estrés (por ejemplo, fisiológico, mecánico, etcétera) los hemicanales pueden abrirse incluso 
cuando no están acoplados. La inhibición de la comunicación extracelular por hemicanal incluye la inhibición del flujo 
de moléculas pequeñas a través de un hemicanal abierto hacia y desde un espacio extracelular o periplásmico. Si bien 25 
no tiene la intención de estar ligado o limitado a ningún mecanismo, los modos de acción incluyen el bloqueo (parcial 
o completo) del hemicanal, lo que desencadena la internalización del conexón que después se elimina de la 
membrana, lo que induce un cambio conformacional en las proteínas conexinas para ocasionar el cierre del conexón 
y el enmascaramiento o la unión a los sitios involucrados en la activación de la apertura del canal (tales sitios de unión 
al calcio). 30 
 
Se han descrito nucleótidos antisentido (AS) para conexinas y los usos de estos. Ver el documento WO00/44409 de 
Becker y otros, presentado el 27 de enero de 2000, "Formulations Comprising Antisense Nucleotides to Connexins." 
 
Sumario 35 
 
La invención reivindicada en la presente descripción se refiere a compuestos anticonexina 43, que incluyen 
polipéptidos (por ejemplo, péptidos miméticos y peptidomiméticos, anticuerpos, y fragmentos de anticuerpos y 
construcciones sintéticas) y polinucleótidos (por ejemplo, polinucleótidos antisentido), para usar en un método de 
tratamiento de una herida crónica en un sujeto, que comprende administrar al sujeto de 0,1 µg a 1 gramo del 40 
compuesto anticonexina 43. 
 
Se describen compuestos y composiciones anticonexinas útiles para el tratamiento de diversas enfermedades, 
afecciones y trastornos en los que la modulación de las conexinas, los hemicanales, y las uniones de intersticio serían 
beneficiosas, por ejemplo, afecciones o trastornos cardiovasculares, neurológicos, vasculares, y otras afecciones o 45 
trastornos, que incluyen el tratamiento de las heridas. Además, se describen los métodos para usar estos compuestos 
y composiciones, así como también formulaciones farmacéuticas, kits, y dispositivos médicos, por ejemplo. 
 
En un caso, se describen compuestos, composiciones, y los métodos para tratar un sujeto con un trastorno vascular. 
Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto anticonexina, por ejemplo, un compuesto antisentido, un 50 
péptido mimético, u otro compuesto anticonexina, que incluye los descritos en la presente descripción, capaces de 
inhibir la expresión, formación, o actividad de una conexina, hemicanal o unión de intersticio. 
 
En otro caso, se describen compuestos y composiciones anticonexina, y los métodos para tratar a un sujeto con un 
trastorno inflamatorio. Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro 55 
compuesto anticonexina, que incluyen los descritos en la presente descripción, capaces de inhibir la expresión, 
formación, o actividad de una conexina, hemicanal, o unión de intersticio. 
 
En otro caso, se describen compuestos y composiciones anticonexina, y los métodos para tratar a un sujeto que tiene 
una herida. Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro 60 
compuesto anticonexina, que incluye los descritos en la presente descripción, capaces de inhibir la expresión, 
formación, acción, o actividad de una conexina, hemicanal o unión de intersticio. 
 
En otro caso, se describen compuestos y composiciones anticonexina y los métodos para tratar a un sujeto junto con 
un trasplante o procedimiento de injerto. Tales métodos incluyen administrar al sujeto un compuesto antisentido, 65 
péptido mimético, u otro compuesto anticonexina, que incluye los descritos en la presente descripción, capaces de 
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inhibir la expresión, formación, acción, o actividad de un hemicanal de conexina. Tales métodos, además, son capaces 
de inhibir y/o prevenir el edema tisular asociado con los procedimientos de trasplante e injerto. 
 
En otro caso, se describen proteínas de unión anticonexina, que incluyen péptidos miméticos, anticuerpos, fragmentos 
de anticuerpos, y similares, que son capaces de unir o modular la expresión, formación, acción, o actividad de un 5 
hemicanal de conexina. Las proteínas de unión son útiles como moduladoras de uniones de intersticio y hemicanales. 
 
En determinadas modalidades no limitantes, el compuesto anticonexina 43 comprende un péptido que contiene una 
secuencia de aminoácidos correspondiente a una región transmembranal de conexina 43. Las conexinas humanas 
son una especie preferida. 10 
 
En un caso descrito, un compuesto anticonexina comprende un péptido que contiene una secuencia de aminoácidos 
correspondiente a una porción de una región transmembranal de una conexina 45. En casos particularmente descritos, 
por ejemplo, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende 
aproximadamente 3 a aproximadamente 30 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62, un péptido que tiene una 15 
secuencia de aminoácidos que comprende aproximadamente 5 a aproximadamente 20 aminoácidos contiguos de la 
SEQ ID NO:62, un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende aproximadamente 8 a 
aproximadamente 15 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62, o un péptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos que comprende aproximadamente 11, 12, o 13 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62. Otros 
ejemplos descritos incluyen un compuesto anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos 20 
que comprende al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, o 30 aminoácidos contiguos 
de la SEQ ID NO:62. En determinados compuestos anticonexina descritos en la presente descripción, los péptidos 
miméticos se basan en los dominios extracelulares de conexina 45 correspondientes a los aminoácidos en las 
posiciones 46-75 y 199-228 de la SEQ ID NO: 62. Por lo tanto, determinados péptidos descritos en la presente 
descripción tienen una secuencia de aminoácidos correspondiente a las regiones en las posiciones 46-75 y 199-228 25 
de la SEQ ID NO: 62. Los péptidos no necesitan tener una secuencia de aminoácidos idéntica a las porciones de la 
SEQ ID NO: 62, y pueden hacerse cambios conservativos de aminoácidos de manera que los péptidos retengan la 
actividad de unión o la actividad funcional en los ensayos descritos en la presente descripción y conocidos de cualquier 
otra manera en la técnica. En otros casos descritos, los péptidos miméticos se basan en regiones peptídicas diana 
dentro de la proteína conexina que no son los dominios extracelulares (por ejemplo, porciones de la SEQ ID NO:62 30 
que no corresponden a las posiciones 46-75 y 199-228). 
 
En otra modalidad no limitante pero preferida, un compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende una 
secuencia de aminoácidos que corresponde a una porción de una región transmembranal de una conexina 43. En 
modalidades particulares no limitantes, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de 35 
aminoácidos que comprende un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende aproximadamente 
3 a aproximadamente 30 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63, aproximadamente 5 a aproximadamente 20 
aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63, un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende 
aproximadamente 8 a aproximadamente 15 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63, o un péptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos que comprende aproximadamente 11, 12, o 13 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63. 40 
Otras modalidades no limitantes incluyen un compuesto anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos que comprende al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, o 30 aminoácidos 
contiguos de la SEQ ID NO: 63. En otros compuestos anticonexina, los péptidos miméticos se basan en los dominios 
extracelulares de la conexina 43 correspondientes a los aminoácidos en las posiciones 37-76 y 178-208 de la SEQ ID 
NO: 63. Por lo tanto, determinados péptidos descritos en la presente descripción tienen una secuencia de aminoácidos 45 
correspondiente a las regiones en las posiciones 37-76 y 178-208 de la SEQ ID NO: 63. Los péptidos no necesitan 
tener una secuencia de aminoácidos idéntica a las porciones de la SEQ ID NO: 63, y pueden hacerse cambios 
conservativos de aminoácidos de manera que los péptidos retengan la actividad de unión o la actividad funcional en 
los ensayos descritos en la presente descripción y conocidos de cualquier otra manera en la técnica. En otras 
modalidades, los péptidos miméticos se basan en regiones peptídicas diana dentro de la proteína conexina que no 50 
son los dominios extracelulares (por ejemplo, las porciones de la SEQ ID NO:63 que no corresponden a las posiciones 
37-76 y 178-208). 
 
Otros compuestos particulares, los métodos para preparar estos compuestos, y los métodos para medir su actividad 
se describen con mayor detalle en la presente descripción. 55 
 
Alternativamente, los compuestos anticonexina 43, que incluyen los que se usan en determinadas modalidades, 
comprenden uno o más compuestos antisentido. Los compuestos antisentido adecuados pueden seleccionarse, por 
ejemplo, del grupo que consiste en oligonucleótidos antisentido, polinucleótidos antisentido, desoxirribozimas, 
oligonucleótidos de morfolino, moléculas de ARNi, moléculas de siARN, moléculas PNA, ADNzimas, y ARN nucleares 60 
pequeños U1 mutados en el extremo 5', y análogos de lo anterior. Estos y otros compuestos pueden usarse solos o 
en combinación con uno o más miméticos u otros péptidos de unión. 
 
Un compuesto anticonexina tal como un compuesto antisentido o péptido mimético puede dirigirse, por ejemplo, a una 
o más de las conexinas 45, 43, 26, 37, 30 y/o 31.1. En determinadas modalidades no limitantes pero preferidas, un 65 
compuesto antisentido o péptido mimético se dirige a la conexina 43. En determinadas modalidades no limitantes pero 
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preferidas, un compuesto anticonexina 43 tal como un compuesto antisentido dirigido a al menos aproximadamente 8 
bases nucleotídicas de una molécula de ácido nucleico que codifica una conexina 43 que tiene una secuencia de 
bases nucleotídicas seleccionada de la SEQ ID NO: 12. Un compuesto antisentido puede comprender, por ejemplo, 
un compuesto antisentido dirigido a al menos aproximadamente 12 bases nucleotídicas de una molécula de ácido 
nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de la SEQ ID NO:12. 5 
En otras determinadas modalidades, un compuesto antisentido comprende una secuencia de bases nucleotídicas 
seleccionada de las SEQ ID NOS:1-3. Un compuesto antisentido puede comprender, por ejemplo, un oligonucleótido 
antisentido de entre aproximadamente 15 y aproximadamente 35 bases nucleotídicas de longitud, por ejemplo, 
aproximadamente 25-30 o aproximadamente 30. 
 10 
Un compuesto antisentido puede comprender, por ejemplo, un oligonucleótido antisentido que comprende bases 
nucleotídicas de origen natural y un enlace internucleosídico no modificado (por ejemplo, al menos un enlace 
internucleosídico modificado). El enlace internucleosídico modificado puede comprender un enlace fosforotioato. Otros 
compuestos antisentido pueden, por ejemplo, comprender un oligonucleótido que tiene al menos una porción de 
azúcar modificado. Aún otros compuestos antisentido pueden, por ejemplo, comprender oligonucleótidos que tienen 15 
al menos una base nucleotídica modificada. 
 
En determinadas modalidades, un compuesto anticonexina tal como un compuesto antisentido o péptido mimético 
puede usarse en combinación con un segundo compuesto útil para reducir el daño tisular o promover la curación. El 
segundo compuesto, por ejemplo, puede ser un factor de crecimiento o una citocina o similares. Los compuestos de 20 
administración conjunta adecuados incluyen, por ejemplo, FGF, NGF, NT3, PDGF, TGF, VEGF, BDGF, EGF, KGF, 
integrinas, interleucinas, plasmina, y semaforinas. Para la terapia humana, tales compuestos de administración 
conjunta como los enumerados anteriormente son humanos o de origen humano. 
 
Se describen métodos para administrar compuestos anticonexina a un sujeto, órgano diana, tejido diana, o célula 25 
diana en los que la modulación de hemicanal sería beneficiosa. 
 
Se describen métodos para administrar compuestos anticonexina a un sujeto, órgano diana, tejido diana, o célula 
diana. Por lo tanto, en determinados casos descritos, un sujeto es tratado mediante la administración de un compuesto 
anticonexina que es capaz de unirse a, o modular un hemicanal para uno o más de los siguientes: enfermedad 30 
cardiovascular, enfermedad coronaria, insuficiencia cardíaca, infarto de miocardio, aterosclerosis, cardiopatía 
isquémica, medio de almacenamiento o transporte cardiopléjico u otro órgano, lesión por reperfusión, acidosis 
respiratoria o metabólica, edema pulmonar (que incluye la exposición a gases tóxicos tales como el dióxido de 
nitrógeno), fisiopatología vascular por la cual se alteran las células endoteliales (tales como las lesiones 
hipercolesterolémicas inducidas por la dieta), trastornos vasculares (microvasculares y macrovasculares), accidente 35 
cerebrovascular, enfermedad cerebrovascular (isquemia cerebral), trombosis, lesiones vasculares resultantes de 
traumatismos (por ejemplo, heridas subcutáneas, inserción de stent, reestenosis o angioplastia), daño vascular 
resultante de niveles elevados de glucosa (diabetes), enfermedades vasculares de las extremidades, isquemia 
orgánica, neuropatía óptica, inflamación y artritis reumatoide (RA), inflamación subcrónica o crónica, epilepsia (eventos 
epilépticos y lesiones diseminadas después de eventos epilépticos), retinopatía diabética, degeneración macular, y 40 
otras determinadas indicaciones descritas en mayor detalle en Harrison's, Principles of Internal Medicine 15ª edición 
(McGraw Hill, Inc., Nueva York). 
 
En determinados otros casos descritos, un sujeto es tratado mediante la administración de un compuesto anticonexina 
que es capaz de unirse o de cualquier otra manera modular un hemicanal para uno o más de los siguientes, por 45 
ejemplo: (1) prevención o tratamiento del edema en la médula espinal después o como un resultado de, por ejemplo, 
isquemia o trauma; (2) prevención o tratamiento de la degradación de la pared de los vasos sanguíneos en los tejidos 
después o como un resultado de, por ejemplo, isquemia o trauma (por ejemplo, en el cerebro, el nervio óptico, la 
médula espinal y el corazón); (3) prevención o tratamiento de la artritis inflamatoria y otros trastornos inflamatorios en 
los cuales, por ejemplo, el edema y/o la inflamación son sintomáticos, o en los cuales, por ejemplo, la muerte continua 50 
de los vasos sanguíneos ocurre como un resultado de, por ejemplo, la persistencia de inflamación; (4) prevención o 
tratamiento de heridas subagudas o crónicas, por ejemplo, heridas en la córnea del ojo en las cuales, a modo de 
ejemplo, la prevención de la muerte continua de los vasos sanguíneos permite la recuperación de la isquemia limbal; 
(5) prevención o tratamiento de heridas subagudas o crónicas, por ejemplo, heridas en la córnea del ojo como un 
medio, a modo de ejemplo, para desencadenar la reepitelización; (6) tratamiento de quemaduras, por ejemplo, 55 
quemaduras químicas en el ojo para, a modo de ejemplo, desencadenar la recuperación epitelial y lograr la 
recuperación de la isquemia limbal subaguda; (7) prevención o tratamiento de heridas cutáneas subagudas o crónicas, 
que incluyen, por ejemplo, úlceras diabéticas, en las que, a modo de ejemplo, la prevención de la muerte continua de 
los vasos sanguíneos permitirá la recuperación de la isquemia tisular; (8) tratamiento de heridas crónicas, que incluyen, 
por ejemplo, úlceras diabéticas en las que, a modo de ejemplo, la expresión continuada de conexina 43, por ejemplo, 60 
en el borde principal, evita la reepitelización; (9) prevención o tratamiento de la isquemia perinatal mediante el uso de 
los péptidos miméticos de conexina, que pueden, por ejemplo, administrarse directamente a los ventrículos del cerebro 
o por medio de la columna vertebral y/o la médula espinal; (10) inhibición o prevención del edema después de isquemia 
perinatal mediante el uso de los péptidos miméticos de conexina administrados, por ejemplo, directamente a los 
ventrículos del cerebro o por medio de la columna vertebral y/o la médula espinal; (11) tratamiento para la isquemia 65 
perinatal mediante el uso de los péptidos miméticos de conexina administrados por vía sistémica, por ejemplo; (12) 

E06795121
16-01-2020ES 2 766 549 T3

 



6 

tratamiento del accidente cerebrovascular o isquemia del CNS mediante el uso de los péptidos miméticos de conexina 
administrados, por ejemplo, sistémicamente y/o directamente a los ventrículos del cerebro o mediante la columna 
vertebral y/o la médula espinal; (13) prevención de la actividad epileptiforme (por ejemplo, epilepsia) en el cerebro, 
que incluye la actividad epileptiforme después de la isquemia; y/o, (14) prevención de la diseminación de la lesión, 
edema (y rechazo) con reperfusión después del trasplante de órganos. Se describen compuestos anticonexina 5 
capaces de unir o modular las conexinas y las uniones de intersticio para la prevención y/o el tratamiento de tales 
métodos e indicaciones. 
 
Puede administrarse un compuesto anticonexina en diversos momentos predeterminados. 
 10 
En determinados casos descritos, se inhibe una actividad, acción, expresión o formación de hemicanal de conexina 
en las células endoteliales. 
 
En determinados casos descritos, se inhibe una actividad, acción, expresión o formación de hemicanal de conexina 
en las células epiteliales. 15 
 
En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende un accidente 
cerebrovascular. 
 
En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende una isquemia. 20 
Tal isquemia puede ser, por ejemplo, una isquemia tisular, una isquemia miocárdica, o una isquemia cerebral. 
 
En determinados casos descritos, un sujeto tratado en la presente descripción está en riesgo de pérdida de la función 
neurológica por isquemia. 
 25 
En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende tratar o mejorar 
la muerte celular o la degeneración en el sistema nervioso central o periférico que puede ser causada por una 
isquemia. 
 
En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular en donde se administra un 30 
compuesto anticonexina, por ejemplo, un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro péptido de unión, junto con 
un procedimiento vascular o coronario realizado en un sujeto. En otros casos descritos, se administra un compuesto 
anticonexina, por ejemplo, un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro péptido de unión durante dicho 
procedimiento vascular o coronario. El compuesto anticonexina puede administrarse, además, antes o después de un 
procedimiento vascular o coronario, o ambos. 35 
 
En determinados casos descritos, un compuesto anticonexina, que incluye un compuesto antisentido, péptido 
mimético, u otro péptido de unión, se administra dentro de aproximadamente 1 hora después que se realiza un 
procedimiento vascular o coronario, o, por ejemplo, dentro de aproximadamente 2 horas después que se realiza un 
procedimiento vascular o coronario. En otros casos descritos, el compuesto anticonexina se administra dentro de 40 
aproximadamente 24 horas. Los compuestos anticonexina pueden administrarse, además, fuera de estos límites de 
tiempo, según sea conveniente o necesario. 
 
En determinados casos descritos, un compuesto anticonexina, que incluye un compuesto antisentido, péptido 
mimético, u otro péptido de unión, se administra junto con un procedimiento cardíaco, tal como cirugía cardíaca, 45 
realizado en un paciente. 
 
En determinados casos descritos, se administra un compuesto anticonexina, que incluye un compuesto antisentido, 
péptido mimético, u otro péptido de unión junto con un dispositivo médico para realizar un procedimiento vascular u 
otro. 50 
 
En otros casos, se describe una formulación farmacéutica para la administración a un sujeto, la formulación comprende 
un vehículo aceptable farmacéuticamente y un agente capaz de modular un hemicanal de conexina y la formación 
posterior del conexón, tal como, por ejemplo, mediante el bloqueo o la mejora de la expresión, formación, acción, y/o 
actividad del hemicanal. 55 
 
Breve descripción de las figuras 
 
La Figura 1 muestra segmentos de la médula espinal de rata 24 horas después de colocarlos en cultivo organotípico. 
En la médula control (Figura 1A) se observa una inflamación significativa en los extremos del corte (las líneas 60 
punteadas marcan los cortes originales). El segmento tratado con el ODN antisentido específico de conexina 43 
(Figura 1B) muestra poca inflamación o edema. 
 
La Figura 2 muestra la tinción con azul de coomassie de secciones de resina de la médula espinal de control después 
de 24 horas en el cultivo organotípico. Las neuronas están vacuoladas y edematosas con "ampollas" evidentes a lo 65 
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largo de la membrana donde se abren los hemicanales y permiten que los fluidos extracelulares ingresen a la célula 
(flechas). 
 
La Figura 3 muestra el marcaje inmunohistoquímico de conexina 43 mediante el uso de anticuerpos que se unen al 
lazo extracelular (anticuerpos Gap7M mostrado en verde en la Figura 3A) y a la cola del carboxilo citoplásmico de la 5 
proteína (mostrado en rojo en la Figura 3A). El anticuerpo citoplasmático marca todas las proteínas conexina 43 (rojo), 
y el Gap7M solo puede marcar los lazos extracelulares expuestos de los hemicanales (verde), ya que está impedido 
estéricamente de unirse a los conexones acoplados que están formando canales intactos entre las células. La Figura 
3B muestra un marcaje doble con los dos anticuerpos en la médula espinal, 24 horas después de una herida por 
aplastamiento. La mayor parte del marcaje aparece en color amarillo donde los dos anticuerpos se localizan juntos, lo 10 
que indica que una porción significativa de la proteína presente no se ha acoplado a los conexones de las células 
vecinas y permanecen como hemicanales. Los ODN antisentido específicos de conexina 43 evitan la traducción de 
proteínas y se ven pocos hemicanales en las médulas tratadas (Figura 3C). 
 
La Figura 4 muestra el marcaje de Isolectina B4 de un corte de tejido de una médula espinal que había estado en el 15 
cultivo organotípico durante cinco días. La lectina se une a las células endoteliales de los vasos sanguíneos y a las 
microglías. Los vasos capilares en este segmento tratado con ODN antisentido específico de conexina 43 permanecen 
intactos después de cinco días (flechas). En las médulas de control, pocos vasos permanecen completamente intactos 
después de dos días; a los cinco días, el marcaje predominante en los controles es el de células gliales con fenotipo 
de macrófago activado. 20 
 
La Figura 5 muestra secciones de tejido de la médula espinal 5 mm rostral a una herida por aplastamiento. Cuatro 
horas después del aplastamiento de la médula, se inyectó BSA marcado con FITC en la vena de la cola del animal, y 
después el tejido se retiró y se seccionó. En la médula de control (Figura 5A), la tinción se ha filtrado ampliamente 
desde los vasos sanguíneos, hasta 5 mm desde el sitio de la lesión, lo que indica la ruptura de las paredes de los 25 
vasos capilares sanguíneos y la ruptura de la barrera hematoencefálica. En la médula tratada con el antisentido ODN 
específico de conexina 43 (Figura 5B) hay muy poca tinción que no está contenida dentro de los capilares, lo que 
indica que se retuvo la integridad del vaso. 
 
La Figura 6 muestra el triple marcaje del tejido cardiaco de oveja en la pared del ventrículo del corazón de oveja 30 
adyacente al tejido de infarto isquémico 24 horas después del infarto, y dentro del infarto. El tejido está marcado con 
Isolectina B4 que muestra las células endoteliales de los vasos sanguíneos (azul), con anticuerpos contra la conexina 
43 (rojo) y con anticuerpos contra Gap7M (verde). Los anticuerpos contra Gap7M reconocen las regiones conservadas 
del lazo extracelular de las proteínas conexina (no específicos de la isoforma de conexina), pero marcan los 
hemicanales (se les impide estéricamente acceder a su epítopo en los canales intactos). La Figura 6A muestra un 35 
conjunto de cuatro imágenes de tejido distante a la región infartada que muestra el marcaje de Isolectina B4 de 
capilares (azul - superior izquierda) y uniones de intersticio de conexina 43 en los discos intercalados de miocitos 
(inferior izquierda - rojo). Prácticamente no hay marcaje específico de GAP7M de los hemicanales (arriba a la derecha 
- verde). La imagen inferior derecha es una fusión de las otras tres. Los vasos sanguíneos permanecen intactos y no 
hay signos de daño a los propios miocitos. En la Figura 6B, se muestra una región aún alejada pero más cercana al 40 
infarto. En este panel de 4 partes se muestran los mismos tres marcajes y la imagen fusionada. La mayoría de los 
vasos todavía están intactos, pero las paredes de los vasos están interrumpidas en áreas. En estas áreas, el marcaje 
del hemicanal se localiza junto con las paredes de los vasos rotos. El último panel de cuatro imágenes (Figura 6C) 
está dentro de la propia área del infarto. Pocos capilares permanecen intactos aparentemente después de la expresión 
extensa del hemicanal. El marcaje de conexina 43 se torna disperso y ya no está contenido en los discos intercalados, 45 
lo que indica que los miocitos se han dañado gravemente. En todos los casos, el marcaje del anticuerpo Gap7M no 
se localiza junto con el marcaje de conexina 43 (como lo hace en la médula espinal), lo que indica que se trata de una 
isoforma diferente de la proteína de unión de intersticio, muy probablemente la conexina 45. 
 
La Figura 7 muestra la localización conjunta de Isolectina B4 (verde) que marca las células endoteliales de los capilares 50 
y el marcaje de anticuerpos de miomesina (rojo) que marca las líneas M en los sarcómeros de los miocitos en un 
infarto 24 horas después de la isquemia. Esta región es la misma que la que se muestra en la Figura 6C. Los capilares 
sanguíneos están completamente interrumpidos y el patrón de bandas sarcoméricas de miocitos normales se ha 
destruido, lo que indica que la muerte de las células musculares está ocurriendo en paralelo con la desintegración de 
la pared del vaso. La imagen superior en el panel muestra la Isolectina B4, la imagen central el marcaje de miomesina, 55 
y la imagen inferior es una fusión de esas dos. 
 
La Figura 8 muestra un gráfico de barras que representa el porcentaje de inflamación en comparación con las áreas 
totales del segmento de la médula espinal. Se muestran un segmento del control (solamente el medio), los segmentos 
tratados con péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35) y SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) que se mostraron en los 60 
experimentos de captación de colorantes para bloquear los hemicanales (mostrados como los péptidos 4 y 5 
respectivamente en la Figura 8), y un segmento tratado con el péptido QQPGCENVCYDK (SEQ ID NO:39) que no 
bloqueó los hemicanales (mostrado como el péptido 8 en la Figura 8). El péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36, péptido 
5 en la Figura 8), un bloqueador superior basado en estudios histológicos, se usó en 5 concentraciones diferentes, la 
más baja de las cuales fue la más efectiva para reducir el edema. 65 
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La Figura 9 muestra el marcaje de hemicanal de conexina en cerebros de fetos de ovejas casi a término de un control 
simulado (izquierda) y 24 h después de 30 min. de isquemia cerebral (derecha), mediante el uso de un anticuerpo que 
reconoce las regiones del lazo extracelular de las proteínas conexinas. En el cerebro control, no se observa el marcaje 
del hemicanal de conexina, mientras que después de la isquemia hay una regulación positiva extensa de los 
hemicanales. La expresión de hemicanal es especialmente alta en los cuerpos celulares (flechas horizontales) y en 5 
las células endoteliales de los vasos sanguíneos (flechas verticales). La conexina principal regulada después de la 
isquemia es la conexina 43. 
 
La Figura 10 muestra ejemplos de infusión i.c.v. de CSF artificial o la infusión de péptidos que comienza 90 minutos 
después de un episodio de 30 minutos de isquemia cerebral en fetos de ovejas casi a término. La infusión en estos 10 
animales se continuó hasta 72 h después de la isquemia. El animal de la infusión de vehículo (CSF artificial) (izquierda) 
muestra un comienzo retardado de convulsiones graves y continuas (estado epiléptico; se muestra un ejemplo en el 
recuadro de inserción, arriba), seguido de un aumento progresivo de la impedancia cortical (abajo, una medida de la 
inflamación de la célula) máximo a las 48 h. Las convulsiones se resolvieron en aproximadamente 48 h. La infusión 
del peptidomimético (derecha) cambió los eventos convulsivos, de continuos a eventos convulsivos discretos, 15 
separados de comienzo tardío. Hubo un aumento notablemente retrasado y atenuado de la impedancia cerebral. 
 
La Figura 11 muestra curvas de dosis respuesta para la inflamación del tejido del nervio óptico (Figura 11A) y la muerte 
celular (Figura 11B) en el control, y con concentraciones del AS-ODN específico de conexina 43 de 2,5, 5 y 10 µM. 
Ambos parámetros exhiben una tendencia decreciente con el aumento de la concentración. A 10 µM, la inflamación 20 
del tejido se reduce tan pronto como a las 6 h después del tratamiento, y en un 69 % a las 24 h en comparación con 
el control. La muerte celular en el segmento frontal y medio del nervio óptico disminuye con los tratamientos del 
antisentido. 
 
La Figura 12 muestra el porcentaje de inflamación en el control y en los nervios ópticos tratados con AS-ODN (n=6 25 
para todos los puntos de tiempo). El edema es más prominente en el tejido del control y la diferencia es 
estadísticamente significativa en todos los puntos de tiempo investigados. Los asteriscos indican significación 
estadística entre los dos grupos. 
 
Figura 13: (Panel superior) Tinción con yoduro de propidio de células muertas en el medio del control (A, B, C) y en 30 
los segmentos de nervio óptico tratados con el AS-ODN (D, E, F) a las 2, 6 y 24 horas después de la inducción 
isquémica. El grupo tratado con el AS-ODN específico de conexina 43 exhibe poca tinción en comparación con los 
controles en los tres puntos de tiempo (panel inferior). Gráfico de líneas que muestra el número de células muertas 
por unidad de área en la región medial del nervio para el control y los nervios ópticos tratados con el AS-ODN. La 
muerte celular en el grupo de control aumenta inicialmente, alcanza su punto máximo a las seis horas y después 35 
disminuye (se cree que refleja el edema tisular que deja menos células por unidad de área). Solo se observó un ligero 
aumento en la muerte celular incluso después de 24 horas en cultivo para el tejido tratado con el AS-ODN. Los 
asteriscos indican significación estadística entre los tratamientos. 
 
La Figura 14 muestra la media de la longitud del segmento de los vasos sanguíneos en el control (verde) y los nervios 40 
ópticos tratados con el antisentido específicos de conexina 43 (azul). En todos los puntos de tiempo, los nervios 
tratados con antisentido tienen segmentos más largos que indican una menor ruptura de los vasos como un resultado 
de la expresión de conexina, presumiblemente en la forma de hemicanales, o mediante un efecto circunstante mediado 
por unión de intersticio. 
 45 
Todos los colores a los que se hace referencia en la presente descripción están representados en una escala de grises 
en las figuras en blanco y negro correspondientes. 
 
Descripción detallada 
 50 
La práctica de las presentes invenciones puede incluir o emplear diversas técnicas convencionales de biología 
molecular (que incluye técnicas recombinantes), microbiología, biología celular, bioquímica, química de ácidos 
nucleicos, e inmunología, que están dentro de la habilidad de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en 
la literatura, e incluyen, pero no se limitan a, a modo de ejemplo solamente, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
segunda edición (Sambrook y otros, 1989) y Molecular Cloning: A Laboratory Manual, tercera edición (Sambrook and 55 
Russel, 2001), referidos en la presente descripción juntos o individualmente como "Sambrook"; Oligonucleotide 
Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984); Animal Cell Culture (R. I. Freshney, ed., 1987); Handbook of Experimental 
Immunology (D. M. Weir & C. C. Blackwell, eds.); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J. M. Miller & M. P. 
Calos, eds., 1987); Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel y otros, eds., 1987, que incluyen los 
suplementos hasta el 2001); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mullis y otros, eds., 1994); Current Protocols in 60 
Immunology (J. E. Coligan y otros, eds., 1991); The Immunoassay Handbook (D. Wild, ed., Stockton Press NY, 1994); 
Bioconjugate Techniques (Greg T. Hermanson, ed., Academic Press, 1996); Methods of Immunological Analysis (R. 
Masseyeff, W. H. Albert, and N. A. Staines, eds., Weinheim: VCH Verlags gesellschaft mbH, 1993), Harlow and Lane 
(1988) Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York, y Harlow and Lane (1999) 
Using Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (referidos en la 65 
presente descripción juntos o individualmente como Harlow and Lane), Beaucage y otros eds., Current Protocols in 
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Nucleic Acid Chemistry John Wiley & Sons, Inc., New York, 2000); y Agrawal, ed., Protocols for Oligonucleotides and 
Analogs, Synthesis and Properties Humana Press Inc., Nueva Jersey, 1993). 
 
Definiciones 
 5 
Antes de describir más a fondo las invenciones en general y en términos de diversas modalidades específicas no 
limitantes, se exponen determinados términos usados en el contexto de la descripción de la invención. A menos que 
se indique de cualquier otra manera, los siguientes términos tienen los siguientes significados cuando se usan en la 
presente descripción y en las reivindicaciones adjuntas. Los términos que no se definen más abajo o en otra parte en 
la especificación tendrán su significado reconocido en la técnica. 10 
 
Los aminoácidos usados en los compuestos descritos en la presente descripción (por ejemplo, péptidos y proteínas) 
pueden ser aminoácidos codificados genéticamente, aminoácidos de origen natural no codificados genéticamente, o 
aminoácidos sintéticos. Tanto los enantiómeros L como D de cualquiera de los anteriores pueden usarse en los 
compuestos. Las siguientes abreviaturas pueden usarse en la presente descripción para los siguientes aminoácidos 15 
codificados genéticamente (y los residuos de estos): alanina (Ala, A); arginina (Arg, R); asparagina (Asn, N); ácido 
aspártico (Asp, D); cisteína (Cys, C); glicina (Gly, G); ácido glutámico (Glu, E); glutamina (Gln, Q); histidina (His, H); 
isoleucina (Ile, I); leucina (Leu, L); lisina (Lys, K); metionina (Met, M); fenilalanina (Phe, F); prolina (Pro, P); serina (Ser, 
S); treonina (Thr, T); triptófano (Trp, W); tirosina (Tyr, Y); y valina (Val, V). 
 20 
Determinados aminoácidos comúnmente encontrados que no están codificados genéticamente y que pueden estar 
presentes en los compuestos útiles en la invención incluyen, pero no se limitan a, β-alanina (b-Ala) y otros omega-
aminoácidos tales como el ácido 3-aminopropiónico (Dap), ácido 2,3-diaminopropiónico (Dpr, Z), ácido 4-
aminobutírico, etcétera; ácido α-aminoisobutírico (Aib); ácido ε-aminohexanoico (Aha); ácido δ-aminovalérico (Ava); 
metilglicina (MeGly); ornitina (Orn); citrulina (Cit); t-butilalanina (t-BuA); t-butilglicina (t-BuG); N-metilisoleucina (MeIle); 25 
fenilglicina (Phg); ciclohexilalanina (Cha); norleucina (Nle, J); 2-naftilalanina (2-Nal); 4-clorofenilalanina (Phe(4-Cl)); 2-
fluorofenilalanina (Phe(2-F)); 3-fluorofenilalanina (Phe(3-F)); 4-fluorofenilalanina (Phe(4-F)); penicilamina (Pen); ácido 
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-3-carboxílico (Tic); beta.-2-tienilalanina (Thi); sulfóxido de metionina (MSO); 
homoarginina (hArg); N-acetil lisina (AcLys); ácido 2,3-diaminobutírico (Dab); ácido 2,3-diaminobutírico (Dbu); p-
aminofenilalanina (Phe(pNH2)); N-metil valina (MeVal); homocisteína (hCys); 3-benzotiazol-2-il-alanina (BztAla, B); y 30 
homoserina (hSer), los análogos de aminoácidos adicionales contemplados incluyen fosfoserina, fosfotreonina, 
fosfotirosina, hidroxiprolina, gamma-carboxiglutamato, ácido hipúrico, ácido octahidroindol-2-carboxílico, estatina, α-
metil-alanina, para-benzoil-fenilalanina, propargilglicina, y sarcosina. Los péptidos que están abarcados dentro del 
alcance de la invención pueden tener cualquiera de los aminoácidos anteriores en la configuración L o D, o cualquier 
otro aminoácido descrito en la presente descripción o conocido en la técnica, ya sea actualmente o en el futuro. 35 
 
Los aminoácidos que son sustituibles entre sí generalmente residen dentro de clases o subclases similares. Como 
conoce un experto en la técnica, los aminoácidos pueden colocarse en diferentes clases en dependencia 
principalmente de las propiedades químicas y físicas de la cadena lateral del aminoácido. Por ejemplo, algunos 
aminoácidos generalmente se consideran aminoácidos hidrófilos o polares y otros se consideran aminoácidos 40 
hidrófobos o no polares. Los aminoácidos polares incluyen aminoácidos que tienen cadenas laterales ácidas, básicas 
o hidrófilas y los aminoácidos no polares incluyen aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas o hidrófobas. 
Los aminoácidos no polares pueden subdividirse adicionalmente para incluir, entre otros, los aminoácidos alifáticos. 
Las definiciones de las clases de aminoácidos como se usan en la presente descripción son las siguientes: 
"Aminoácido no polar" se refiere a un aminoácido que tiene una cadena lateral que no está cargada a pH fisiológico, 45 
que no es polar y que generalmente es repelida por una solución acuosa. Los ejemplos de aminoácidos hidrófobos 
codificados genéticamente incluyen Ala, Ile, Leu, Met, Trp, Tyr y Val. Los ejemplos de aminoácidos no polares no 
codificados genéticamente incluyen t-BuA, Cha y Nle. 
 
"Aminoácido aromático" se refiere a un aminoácido no polar que tiene una cadena lateral que contiene al menos un 50 
anillo que tiene un sistema de electrones π conjugado (grupo aromático). El grupo aromático puede sustituirse 
adicionalmente con grupos sustituyentes tales como grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, hidroxilo, sulfonilo, nitro y 
amino, así como también otros. Los ejemplos de aminoácidos aromáticos codificados genéticamente incluyen 
fenilalanina, tirosina y triptófano. Los aminoácidos aromáticos no codificados genéticamente que se encuentran 
comúnmente incluyen fenilglicina, 2-naftilalanina, β-2-tienilalanina, 3-benzotiazol-2-il-alanina, ácido 1,2,3,4-55 
tetrahidroisoquinolina-3-carboxílico, 4-clorofenilalanina, 2-fluorofenilalanina, 3-fluorofenilalanina y 4-fluorofenilalanina. 
 
"Aminoácido Alifático" se refiere a un aminoácido no polar que tiene una cadena lateral de cadena de hidrocarburo 
lineal saturada o insaturada, ramificada o cíclica. Los ejemplos de aminoácidos alifáticos codificados genéticamente 
incluyen Ala, Leu, Val e Ile. Los ejemplos de aminoácidos alifáticos no codificados incluyen Nle. 60 
 
"Aminoácido Polar" se refiere a un aminoácido hidrófilo que tiene una cadena lateral que está cargada o descargada 
a pH fisiológico y que tiene un enlace en el que el par de electrones compartidos en común por dos átomos está más 
cerca de uno de los átomos. Los aminoácidos polares son generalmente hidrófilos, lo que significa que tienen un 
aminoácido que tiene una cadena lateral que es atraída por una solución acuosa. Los ejemplos de aminoácidos polares 65 
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codificados genéticamente incluyen asparagina, cisteína, glutamina, lisina y serina. Los ejemplos de aminoácidos 
polares no codificados genéticamente incluyen citrulina, homocisteína, N-acetil lisina y sulfóxido de metionina. 
 
"Aminoácido Ácido" se refiere a un aminoácido hidrófilo que tiene un valor de pK de cadena lateral de menos de 7. 
Los aminoácidos ácidos, típicamente, tienen cadenas laterales cargadas negativamente a pH fisiológico debido a la 5 
pérdida de un ion hidrógeno. Los ejemplos de aminoácidos ácidos codificados genéticamente incluyen ácido aspártico 
(aspartato) y ácido glutámico (glutamato). 
 
"Aminoácido Básico" se refiere a un aminoácido hidrófilo que tiene un valor de pK de cadena lateral mayor que 7. Los 
aminoácidos básicos, típicamente, tienen cadenas laterales cargadas positivamente a pH fisiológico debido a la 10 
asociación con el ion hidronio. Los ejemplos de aminoácidos básicos codificados genéticamente incluyen arginina, 
lisina e histidina. Los ejemplos de aminoácidos básicos no codificados genéticamente incluyen ornitina, ácido 2,3-
diaminopropiónico, ácido 2,4-diaminobutírico y homoarginina.  
 
"Aminoácido Ionizable" se refiere a un aminoácido que puede cargarse a un pH fisiológico. Tales aminoácidos 15 
ionizables incluyen aminoácidos ácidos y básicos, por ejemplo, ácido D-aspártico, ácido D-glutámico, D-histidina, D-
arginina, D-lisina, D-hidroxilisina, D-ornitina, ácido L-aspártico, ácido L-glutámico, L-histidina, L-arginina, L-lisina, L-
hidroxilisina o L-ornitina. 
 
Como se apreciará por los expertos en la técnica, las clasificaciones anteriores no son absolutas. Numerosos 20 
aminoácidos exhiben más de una propiedad característica y, por lo tanto, pueden incluirse en más de una categoría. 
Por ejemplo, la tirosina tiene un anillo aromático no polar y un grupo hidroxilo polar. Por lo tanto, la tirosina tiene 
numerosas características que podría describirse como no polar, aromático y polar. Sin embargo, el anillo no polar es 
dominante y, por lo tanto, la tirosina generalmente se considera no polar. De manera similar, además de poder formar 
enlaces disulfuro, la cisteína tiene, además, un carácter no polar. Por lo tanto, aunque no se clasifica estrictamente 25 
como un aminoácido hidrófobo o no polar, en muchos casos la cisteína puede usarse para conferir hidrofobicidad o 
no polaridad a un péptido. 
 
En algunas modalidades, los aminoácidos polares contemplados por la presente invención incluyen, por ejemplo, 
arginina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, ácido glutámico, glutamina, histidina, homocisteína, lisina, hidroxilisina, 30 
ornitina, serina, treonina y aminoácidos relacionados estructuralmente. En una modalidad, el amino polar es un 
aminoácido ionizable tal como arginina, ácido aspártico, ácido glutámico, histidina, hidroxilisina, lisina, u ornitina. 
 
Los ejemplos de residuos de aminoácidos polares o no polares que pueden usarse incluyen, por ejemplo, alanina, 
valina, leucina, metionina, isoleucina, fenilalanina, triptófano, tirosina y similares. 35 
 
Los "compuestos anticonexina" incluyen aquellos compuestos que afectan o modulan la actividad, expresión o 
formación de una conexina, un hemicanal de conexina (conexón), o una unión de intersticio. Los compuestos 
anticonexina incluyen, sin limitación, compuestos antisentido (por ejemplo, polinucleótidos antisentido), anticuerpos y 
fragmentos de unión de estos, y péptidos y polipéptidos que incluyen "peptidomiméticos" y "péptidos miméticos". 40 
 
Los "compuestos antisentido" incluyen diferentes tipos de moléculas que actúan para inhibir la expresión génica, la 
traducción, o la función, que incluyen las que actúan mediante el direccionamiento específico de secuencia de ARNm 
para aplicaciones terapéuticas. Los compuestos antisentido incluyen compuestos de ADN antisentido y compuestos 
de ARN antisentido. Mientras que los oligonucleótidos antisentido son una forma preferida de compuesto antisentido, 45 
la presente invención comprende otros compuestos antisentido oligoméricos, que incluyen, pero no se limitan a 
miméticos de oligonucleótidos. Los compuestos antisentido de acuerdo con esta invención comprenden, 
preferentemente, de aproximadamente 8 a aproximadamente 50 bases nucleotídicas (es decir, de aproximadamente 
8 a aproximadamente 50 nucleósidos unidos). Los compuestos antisentido particularmente preferidos son 
oligonucleótidos antisentido, incluso con mayor preferencia aquellos que comprenden de aproximadamente 12 a 50 
aproximadamente 30 bases nucleotídicas. Los compuestos antisentido incluyen ribozimas, oligonucleótidos de 
secuencia de guía externa (EGS) (oligozimas), y otros ARN catalíticos cortos u oligonucleótidos catalíticos que se 
hibridan con el ácido nucleico diana y modulan su expresión. Además, incluyen oligodesoxinucleótidos de fosforotioato 
(S-ODN). 
 55 
Por lo tanto, los compuestos antisentido incluyen, por ejemplo, las principales moléculas de silenciamiento génico 
basadas en ácidos nucleicos, tales como, por ejemplo, ácidos oligodesoxirribonucleicos antisentido (ODN) modificados 
químicamente, ribozimas y siARN (Scherer, LJ y Rossi, JJ Nature Biotechnol. 21: 1457-1465 (2003). Los compuestos 
antisentido pueden incluir, además, moléculas antisentido tales como, por ejemplo, ácidos nucleicos peptídicos (PNA) 
(Braasch, D. A. and Corey, D. R., Biochemistry 41,4503-4510 (2002)), fosforodiamidatos de morfolino (Heasman, J., 60 
Dev. Biol., 243, 209-214 (2002), DNAzymes (Schubert, S. y otros, Nucleic Acids Res. 31, 5982-5992 (2003). 
Chakraborti, S. and Banerjea, A. C., Mol. Ther. 7, 817-826 (2003), Santoro, S. W. and Joyce, G. F. Proc. Natl Acad. 
Sci. USA 94, 4262-4266 (1997), y los ARN nucleares pequeños U1 mutados en el extremo 5' desarrollados 
recientemente (Fortes, P. y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100, 8264-8269 (2003). 
 65 
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El término "secuencias antisentido" se refiere a polinucleótidos que tienen actividad de compuesto antisentido e 
incluyen, pero no se limitan a, secuencias complementarias o parcialmente complementarias o correspondientes a, 
por ejemplo, una secuencia de ARN. Por lo tanto, las secuencias antisentido incluyen, por ejemplo, secuencias de 
ácido nucleico que se unen al ARNm o porciones de este para bloquear la transcripción del ARNm por los ribosomas. 
Los métodos antisentido son, generalmente, bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Publicación PCT 5 
WO94/12633y Nielsen y otros, Science 254:1497 (1991); Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach, 
editado por F. Eckstein, IRL Press en Oxford University Press (1991); Antisense Research and Applications (1993, 
CRC Press. Las secuencias antisentido para dianas escogidas pueden, o no pueden, resultar en una unión no 
específica a las secuencias que no son dianas. Se prefieren las secuencias antisentido con una unión no específica 
mínima, nula, o no detectable a las secuencias que no son dianas. 10 
 
Como se usa en la presente descripción, "ARN mensajero" incluye no solo la información de secuencia para codificar 
una proteína mediante el uso del código genético de tres letras, sino además, secuencias de ribonucleótidos asociadas 
que forman la región no traducida 5', la región no traducida 3' y la región del casquete 5', así como también secuencias 
de ribonucleótidos que forman diversas estructuras secundarias. Los oligonucleótidos pueden formularse de acuerdo 15 
con esta invención, los que están dirigidos total o parcialmente a cualquiera de estas secuencias. 
 
En general, los ácidos nucleicos (que incluyen los oligonucleótidos) pueden describirse como "similares al ADN" (es 
decir, que tienen azúcares 2'-desoxi y, generalmente, bases T en lugar de U) o "similares al ARN" (es decir, que tiene 
azúcares 2'-hidroxilo o 2'-modificadas y, generalmente, bases U en lugar de T). Las hélices de ácido nucleico pueden 20 
adoptar más de un tipo de estructura, más comúnmente las formas A y B. Se cree que, en general, los oligonucleótidos 
que tienen una estructura similar a la forma B son "similares al ADN" y aquellos que tienen una estructura similar a la 
forma A son "similares al ARN 
 
El término "complementario" generalmente se refiere a la unión natural de polinucleótidos mediante apareamiento de 25 
bases, por ejemplo, bajo condiciones permisivas de sales y temperatura. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" se une a 
la secuencia complementaria "T-C-A". La complementariedad entre dos moléculas monocatenarias puede ser 
"parcial", de manera que solo algunos de los ácidos nucleicos se unen, o puede ser "completa", de manera que exista 
una complementariedad total entre las moléculas monocatenarias. El grado de complementariedad entre las moléculas 
de ácido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficiencia y la fuerza de la hibridación entre ellas. "Hibridable" y 30 
"complementario" son términos que se usan para indicar un grado suficiente de complementariedad de manera que la 
unión, preferentemente, la unión estable suficiente para realizar una acción prevista, por ejemplo, se produce entre el 
ADN o ARN diana y el oligonucleótido. Se entiende que un oligonucleótido no necesita ser 100 % complementario a 
su secuencia de ácido nucleico diana para ser hibridable, y además, se entiende que la unión puede ser específica a 
la diana, o puede unirse a otras moléculas no diana siempre que la unión no específica no frustre de manera 35 
significativa o inconveniente el objetivo terapéutico u otro objetivo. Se usa un oligonucleótido para interferir con la 
función normal de la molécula diana para causar una pérdida o disminución de la actividad, y se prefiere que haya un 
grado suficiente de complementariedad para evitar la unión no específica o no deseada del oligonucleótido a las 
secuencias que no son diana en condiciones en las que es conveniente una unión específica, es decir, en condiciones 
fisiológicas en el caso de ensayos o tratamiento terapéutico in vivo o, en el caso de ensayos in vitro, en condiciones 40 
en las que se realizan los ensayos. No se requiere complementariedad absoluta. Generalmente, se prefieren los 
polinucleótidos que tienen suficiente complementariedad para formar un dúplex que tiene una temperatura de fusión 
superior a 20 °C, 30 °C, o 40 °C en condiciones fisiológicas. 
 
Un "trastorno" es cualquier afección que se beneficiaría del tratamiento con una molécula o composición útil en la 45 
invención, que incluye las descritas o reivindicadas en la presente descripción. Esto incluye trastornos o enfermedades 
crónicas y agudas, que incluyen aquellas afecciones patológicas que predisponen al mamífero al trastorno en cuestión. 
 
Como se usa en la presente descripción, "sujeto" se refiere a cualquier animal clasificado como mamífero, que incluye 
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zoológico, deportivos, o mascotas, tal como perros, 50 
caballos, gatos, ovejas, cerdos, vacas, etcétera. El sujeto preferido es un humano. 
 
El "direccionamiento" de un oligonucleótido a un ácido nucleico diana elegido puede ser un proceso de múltiples 
etapas. El proceso puede comenzar con la identificación de una secuencia de ácido nucleico cuya función debe 
modularse. Esto puede ser, por ejemplo, un gen celular (o ARNm hecho a partir del gen) cuya expresión se asocia 55 
con un estado particular de enfermedad. El proceso de direccionamiento puede incluir, además, la determinación de 
un sitio o sitios dentro de la secuencia de ácido nucleico para que ocurra la interacción del oligonucleótido de manera 
que resultará el efecto conveniente, es decir, la inhibición de la expresión de proteínas, modulación de la actividad, 
etcétera. Una vez que se ha identificado un sitio o sitios diana, los compuestos antisentido (por ejemplo, 
oligonucleótidos) se eligen de manera que sean suficientemente o convenientemente complementarios a la diana, es 60 
decir, hibridan suficientemente y con una especificidad adecuada o de cualquier otra manera conveniente, para 
proporcionar una actividad deseada. En la presente invención, las dianas incluyen moléculas de ácido nucleico 
codificantes para conexina 43. El proceso de direccionamiento puede incluir, además, la determinación de un sitio o 
sitios para que ocurra la interacción antisentido de manera que resultará el efecto conveniente. Un sitio intragénico 
preferido, por ejemplo, es la región que abarca el codón de iniciación o de terminación de la traducción del marco 65 
abierto de lectura (ORF) del gen. El codón de iniciación de la traducción es, típicamente, 5'-AUG (en moléculas de 

E06795121
16-01-2020ES 2 766 549 T3

 



12 

ARNm transcritas; 5'-ATG en la molécula de ADN correspondiente), y puede denominarse, además, como el "codón 
AUG", "el codón de inicio" o "codón de inicio AUG." Una minoría de genes tiene un codón de iniciación de la traducción 
que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 5-UUG o 5'-CUG, y 5'-AUA. Se ha demostrado que 5'-ACG y 5'-CUG funcionan 
in vivo. Por lo tanto, los términos "codón de iniciación de la traducción" y "codón de inicio" pueden abarcar muchas 
secuencias de codones, incluso aunque el aminoácido iniciador en cada caso es, típicamente, metionina (en 5 
eucariotas) o formilmetionina (en procariotas). Además, se conoce en la técnica que los genes eucariotas y procariotas 
pueden tener dos o más codones de inicio alternativos, cualquiera de los cuales puede usarse, preferentemente, para 
el inicio de la traducción en un tipo de célula o tejido particular, o bajo un conjunto particular de condiciones. 
 
El término "oligonucleótido" incluye un oligómero o polímero de nucleótidos o monómeros de nucleósidos que 10 
consisten en bases, azúcares y enlaces interazúcar (cadena principal) de origen natural. El término "oligonucleótido" 
incluye, además, oligómeros o polímeros que comprenden monómeros de origen no natural, o porciones de estos, 
que funcionan de manera similar. Tales oligonucleótidos modificados o sustituidos a menudo se prefieren a las formas 
naturales debido a propiedades tales como, por ejemplo, absorción celular mejorada, estabilidad aumentada en 
presencia de nucleasas, o afinidad mejorada por la diana. Se ha demostrado que numerosas modificaciones de 15 
nucleótidos y nucleósidos hacen que el oligonucleótido en el que se incorporan sea más resistente a la digestión de 
las nucleasas que el oligodesoxinucleótido natural (ODN). La resistencia a las nucleasas se mide rutinariamente 
mediante la incubación de los oligonucleótidos con extractos celulares o soluciones de nucleasas aisladas y se mide 
la extensión del oligonucleótido intacto que queda en el tiempo, generalmente, mediante electroforesis en gel. Los 
oligonucleótidos, que se han modificado para mejorar su resistencia a las nucleasas, pueden sobrevivir intactos 20 
durante más tiempo que los oligonucleótidos no modificados. Además, se ha demostrado que numerosas 
modificaciones aumentan la unión (afinidad) del oligonucleótido a su diana. La afinidad de un oligonucleótido por su 
diana se determina rutinariamente, por ejemplo, mediante la medición de la Tm (temperatura de fusión) de un par 
oligonucleótido/diana, que es la temperatura a la que el oligonucleótido y la diana se disocian. La disociación puede 
detectarse espectrofotométricamente. Cuanto mayor es la Tm, mayor es la afinidad que el oligonucleótido tiene por la 25 
diana. En algunos casos, las modificaciones de los oligonucleótidos que mejoran la afinidad de unión a la diana son 
capaces, además, de mejorar la resistencia a las nucleasas. 
 
Un "polinucleótido" significa una pluralidad de nucleótidos. Por lo tanto, los términos "secuencia de nucleótidos" o 
"ácido nucleico" o "polinucleótido" u "oligonucleótido" u "oligodesoxinucleótido" todos se refieren a un heteropolímero 30 
de nucleótidos o a la secuencia de estos nucleótidos. Estas frases se refieren, además, al ADN o ARN de origen 
genómico o sintético que pueden ser monocatenarios o bicatenarios y pueden representar la cadena sentido o 
antisentido, el ácido nucleico peptídico (ANP) o a cualquier material similar al ADN o similar al ARN. 
 
Un polinucleótido que codifica una conexina, un fragmento de conexina, o una variante de conexina incluye un 35 
polinucleótido que codifica: la forma madura de la conexina que se encuentra en la naturaleza (y la de origen natural 
y especies variantes de esta); la forma madura de la conexina que se encuentra en la naturaleza y la secuencia 
codificante adicional, por ejemplo, una secuencia líder o de señal o una secuencia de preproteína (y la de origen 
natural y especies variantes de esta); cualquiera de las secuencias anteriores y las no codificantes (por ejemplo, 
intrones o secuencias no codificantes 5' y/o 3' de la secuencia codificante para las formas maduras del polipéptido 40 
encontrado en la naturaleza); fragmentos de la(s) forma(s) madura(s) de la conexina encontrada en la naturaleza; y, 
como se señaló, variantes de la(s) forma(s) madura(s) de la conexina encontrada en la naturaleza. Por lo tanto, 
"polinucleótido codificante de conexina" y similares abarca polinucleótidos que tienen solo una secuencia codificante 
para una conexina, fragmento o variante deseada, así como también polinucleótidos que incluyen otros nucleótidos 
tales como secuencias codificantes y/o no codificantes adicionales. 45 
 
En el contexto de la invención, el ARN mensajero incluye no solo la información para codificar una proteína mediante 
el uso del código genético de tres letras, sino además, ribonucleótidos asociados que forman una región conocida por 
tales expertos, como la región no traducida 5', la región no traducida 3', la región del casquete 5' y los ribonucleótidos 
de unión intrón/exón. Por lo tanto, los oligonucleótidos pueden formularse de acuerdo con la presente invención, estos 50 
se dirigen total o parcialmente a esos ribonucleótidos asociados, así como también a los ribonucleótidos informativos. 
Por lo tanto, el oligonucleótido puede hibridarse específicamente con una región del sitio de iniciación de la 
transcripción, una región del codón de inicio de la traducción, una región del casquete 5', una unión intrón/exón, 
secuencias codificantes, una región del codón de terminación de la traducción o secuencias en la región 5' o 3' no 
traducida. Una minoría de genes tiene un codón de iniciación de la traducción que tiene la secuencia de ARN 5'-GUG, 55 
5'-UUG o 5'-CUG, y 5'-AUA, 5'-ACG y 5'-CUG han demostrado funcionar in vivo. Por lo tanto, los términos "codón de 
iniciación de la traducción" y "codón de inicio" pueden abarcar muchas secuencias de codones, incluso aunque el 
aminoácido iniciador en cada caso es, típicamente, metionina (en eucariotas) o formilmetionina (procariotas). Además, 
se conoce en la técnica que los genes eucariotas y procariotas pueden tener dos o más codones de inicio alternativos, 
cualquiera de los cuales puede usarse, preferentemente, para el inicio de la traducción en un tipo de célula o tejido 60 
particular, o bajo un conjunto particular de condiciones. En el contexto de la invención, "codón de inicio" y "codón de 
iniciación de la traducción" se refieren al codón o codones que se usan en vivo para iniciar la traducción de una 
molécula de ARNm transcrita a partir de un gen codificante de conexina, independientemente de la(s) secuencia(s) de 
tales codones. Además, se conoce en la técnica que un codón de terminación de la traducción (o "codón de parada") 
de un gen puede tener una de tres secuencias, es decir, 5'-UAA, 5-UAG y 5'-UGA (las secuencias de ADN 65 
correspondientes son 5'-TAA, 5'-TAG y 5'-TGA, respectivamente). Los términos "región de codón de inicio", "región 
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AUG" y "región de codón de iniciación de la traducción" se refieren a una porción de tal ARNm o gen que abarca de 
aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleótidos contiguos en cualquier dirección (es decir, 5' o 3') de un 
codón de iniciación de la traducción. Esta región es una región diana preferida. De manera similar, los términos "región 
de codón de parada" y "región de codón de terminación de la traducción" se refieren a una porción de tal ARNm o gen 
que abarca de aproximadamente 25 a aproximadamente 50 nucleótidos contiguos en cualquier dirección (es decir, 5' 5 
o 3') a partir de un codón de terminación de la traducción. Esta región es una región diana preferida. El marco abierto 
de lectura (ORF) o "región codificante", que se conoce en la técnica para referirse a la región entre el codón de 
iniciación de la traducción y el codón de terminación de la traducción es, además, una región a la que puede 
direccionarse eficazmente. Otras regiones diana preferidas incluyen la región no traducida 5' (5'UTR), conocida en la 
técnica por referirse a la porción de un ARNm en la dirección 5' desde el codón de iniciación de la traducción, y por lo 10 
tanto que incluye nucleótidos entre el sitio del casquete 5' y el codón de iniciación de la traducción de un ARNm o los 
nucleótidos correspondientes en el gen y la región no traducida 3' (3'UTR), conocida en la técnica por referirse a la 
porción de un ARNm en la dirección 3' del codón de terminación de la traducción, y por lo tanto que incluye nucleótidos 
entre el codón de terminación de la traducción y el extremo 3' de un ARNm o los nucleótidos correspondientes en el 
gen. El casquete 5' de un ARNm comprende un residuo de guanosina metilada en N7 unido al residuo más 5' del 15 
ARNm a través de un enlace trifosfato 5'-5'. Se considera que la región del casquete 5' de un ARNm incluye la propia 
estructura del casquete 5' así como también los primeros 50 nucleótidos adyacentes al casquete. La región del 
casquete 5' puede ser, además, una región diana preferida. 
 
Aunque algunos transcriptos de ARNm eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una o más regiones, 20 
conocidas como "intrón." que se escinden de un transcrito pre-ARNm para producir uno o más ARNm maduros. Las 
regiones restantes (y por lo tanto traducidas) se conocen como "exones" y se empalman juntas para formar una 
secuencia continua de ARNm. Los sitios de empalme de ARNm, es decir, las uniones exón-exón o intrón-exón, pueden 
ser, además, regiones diana preferidas, y son particularmente útiles en situaciones en las que el empalme aberrante 
se implica en la enfermedad, o donde una sobreproducción de un producto de empalme de ARNm particular se implica 25 
en la enfermedad. Las uniones de fusión aberrantes debido a reordenamientos o deleciones son, además, dianas 
preferidas. Puede ser preferido, además, el direccionamiento a exones particulares en los ARNm empalmados 
alternativamente. Además, se descubrió que los intrones también pueden ser regiones diana eficaces y, por lo tanto, 
preferidas para los compuestos antisentido dirigidos, por ejemplo, al ADN o al pre-ARNm. 
 30 
Los términos "peptidomimético" y "mimético" incluyen compuestos químicos sintéticos y de origen natural que pueden 
tener sustancialmente las mismas características estructurales y funcionales de las regiones proteicas que imitan. 
Para las conexinas, estas pueden imitar, por ejemplo, los lazos extracelulares de las conexinas opuestas involucrados 
en el acoplamiento conexón a conexón y en la formación de canales célula a célula. 
 35 
Los análogos de péptidos con propiedades análogas a las del péptido molde pueden ser fármacos no peptídicos. Los 
"miméticos de péptidos" o "peptidomiméticos", que incluyen compuestos basados en péptidos, además, incluyen tales 
compuestos no basados en péptidos (Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29 (1986); Veber and Freidinger; TINS; 392 
(1985); y Evans y otros, J. Med. Chem. 30: 1229 (1987); Beeley N., Trends Biotechnol. Jun;12(6): 213-6 (1994); Kieber-
Emmons T, y otros; Curr Opin Biotechnol. Aug; 8(4): 435-41 (1997). Los miméticos de péptidos que son 40 
estructuralmente similares a los péptidos terapéuticamente útiles pueden usarse para producir un efecto terapéutico o 
profiláctico mejorado o equivalente. Generalmente, los peptidomiméticos son estructuralmente idénticos o similares a 
un polipéptido paradigmático (es decir, un polipéptido que tiene una función o actividad biológica o farmacológica), 
pero pueden, además, tener uno o más enlaces peptídicos reemplazados opcionalmente por un enlace seleccionado 
del grupo que consiste en, por ejemplo, -CH2NH-, -CH2S-, -CH2-CH2-,-CH=CH- (cis y trans), -COCH2-, -CH(OH)CH2-45 
, y -CH2SO-. El mimético puede estar compuesto completamente de aminoácidos naturales, o de análogos de 
aminoácidos no naturales, o, es una molécula quimérica de aminoácidos peptídicos parcialmente naturales y de 
análogos de aminoácidos parcialmente no naturales. El mimético, además, puede comprender cualquier cantidad de 
sustituciones conservativas de aminoácidos naturales siempre que tales sustituciones, además, no alteren 
sustancialmente la actividad mimética. Por ejemplo, una composición mimética es capaz de regular negativamente las 50 
acciones o actividades biológicas de las proteínas conexinas o conexones, tal como, por ejemplo, evitar el 
acoplamiento de los conexones para formar una comunicación célula a célula mediada por uniones de intersticio, o 
prevenir la apertura de los conexones para exponer el citoplasma celular al medio extracelular. Los peptidomiméticos, 
los péptidos miméticos, y los péptidos moduladores de conexina abarcan los descritos como peptidomiméticos, 
péptidos miméticos, y péptidos moduladores de conexina establecidos en la presente descripción, así como también 55 
los que pueden conocerse en la técnica, ya sea conocidos ahora o desarrollados posteriormente. 
 
El término "composición" pretende abarcar un producto que comprende uno o más ingredientes. 
 
Los términos "modulador" y "modulación" de la actividad de conexina, como se usan en la presente descripción en 60 
sus diversas formas, pretenden abarcar la inhibición, en todo o en parte, de la expresión o acción o actividad de una 
conexina. Tales moduladores incluyen moléculas pequeñas antagonistas de la función o expresión de conexina, 
moléculas antisentido, ribozimas, moléculas triples, y polinucleótidos de ARNi, métodos de terapia génica, etcétera, y 
otros. 
 65 

E06795121
16-01-2020ES 2 766 549 T3

 



14 

La frase "porcentaje (%) de identidad" se refiere al porcentaje de similitud de secuencia que se encuentra en una 
comparación de dos o más secuencias. El porcentaje de identidad puede determinarse electrónicamente, por ejemplo, 
mediante el uso de cualquier programa informático adecuado. Igualmente, la "similitud" entre dos secuencias (o una 
o más porciones de una o ambas de estas) se determina mediante la comparación de secuencia de una secuencia 
con respecto a una segunda secuencia. 5 
 
Los compuestos "aceptables farmacéuticamente" y otros ingredientes de una composición o formulación, por ejemplo, 
un vehículo, diluyente o excipiente, son aquellos que son adecuados para la administración a un receptor de estos. 
 
Generalmente, el término "proteína" se refiere a cualquier polímero de dos o más aminoácidos individuales (ya sea de 10 
origen natural o no) unidos mediante enlaces peptídicos, como ocurre cuando el átomo de carbono carboxilo del grupo 
del ácido carboxílico unido al carbono alfa de un aminoácido (o residuo de aminoácido) se une covalentemente al 
átomo de nitrógeno amino del grupo amino unido al carbono alfa de un aminoácido adyacente. Estas uniones de 
enlaces peptídicos, y los átomos que los comprenden (es decir, los átomos de carbono alfa, los átomos del carbono 
carboxilo (y sus átomos de oxígeno sustituyentes) y los átomos del nitrógeno amino (y sus átomos de hidrógeno 15 
sustituyentes) forman el "esqueleto polipeptídico" de la proteína. Además, como se usa en la presente descripción, se 
entiende que el término "proteína" incluye los términos "polipéptido" y "péptido" (que, a veces, pueden usarse 
indistintamente en la presente descripción). De manera similar, los fragmentos de proteínas, análogos, derivados y 
variantes pueden denominarse en la presente descripción como "proteínas", y se considerarán como una "proteína" a 
menos que se indique de cualquier otra manera. El término "fragmento" de una proteína se refiere a un polipéptido 20 
que comprende menos que todos los residuos de aminoácidos de la proteína. Un "dominio" de una proteína es, 
además, un fragmento, y comprende los residuos de aminoácidos de la proteína que a menudo se requieren para 
conferir actividad o función. 
 
El término "condiciones rigurosas" se refiere a condiciones que permiten la hibridación entre polinucleótidos. Las 25 
condiciones rigurosas pueden definirse por la concentración de sales, la concentración de solvente orgánico (por 
ejemplo, formamida), la temperatura, y otras condiciones bien conocidas en la técnica. La rigurosidad puede 
aumentarse mediante la disminución de la concentración de sales, aumentando la concentración de disolventes 
orgánicos (por ejemplo, formamida), o aumentando la temperatura de hibridación. Por ejemplo, la concentración de 
sales rigurosa normalmente será menos de aproximadamente NaCl 750 mM y citrato trisódico 75 mM, 30 
preferentemente, menos de aproximadamente NaCl 500 mM y citrato trisódico 50 mM, y con la máxima preferencia 
menos de aproximadamente NaCl 250 mM y citrato trisódico 25 mM. La hibridación de baja rigurosidad puede 
obtenerse en ausencia de disolvente orgánico, por ejemplo, formamida, mientras que la hibridación de alta rigurosidad 
puede obtenerse en presencia de un disolvente orgánico (por ejemplo, al menos aproximadamente 35 % de 
formamida, con la máxima preferencia al menos aproximadamente 50 % formamida). Las condiciones de temperatura 35 
rigurosas normalmente incluirán temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C, con mayor preferencia de al 
menos aproximadamente 37 °C, y con la máxima preferencia de al menos aproximadamente 42 °C. La variación de 
diversos parámetros adicionales, por ejemplo, el tiempo de hibridación, la concentración de detergente, por ejemplo, 
dodecil sulfato de sodio (SDS), y la inclusión o exclusión de ADN portador, son bien conocidos por los expertos en la 
técnica. Se logran diversos niveles de rigurosidad mediante la combinación de estas diversas condiciones según sea 40 
necesario, y están dentro de la habilidad en la técnica. Las condiciones de hibridación rigurosas pueden definirse, 
además, por las condiciones en un intervalo de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 20 °C o 25 °C por debajo 
de la temperatura de fusión (Tm) de la secuencia diana y una sonda con complementariedad exacta o casi exacta a 
la diana. Como se usa en la presente descripción, la temperatura de fusión es la temperatura a la que una población 
de moléculas de ácido nucleico bicatenario se disocia a la mitad, en cadenas simples. Los métodos para calcular la 45 
Tm de los ácidos nucleicos son bien conocidos en la técnica (ver, por ejemplo, Berger and Kimmel, Methods In 
Enzymology, Vol. 152: Guide To Molecular Cloning Techniques, San Diego (1987): Academic Press, Inc. y Sambrook 
y otros, Molecular Cloning (1989): A Laboratory Manual, 2da Ed., Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory). Como lo 
indican las referencias estándar, un estimado simple del valor de la Tm puede calcularse mediante la ecuación: Tm = 
81,5 + 0,41(% G + C), cuando un ácido nucleico está en solución acuosa a 1 M de NaCl (ver, por ejemplo, Anderson 50 
and Young, "Quantitative Filter Hybridization" in Nucleic Acid Hybridization (1985)). La temperatura de fusión de un 
híbrido (y, por lo tanto, las condiciones para la hibridación rigurosa) se afecta por diversos factores, tales como la 
longitud y la naturaleza (ADN, ARN, composición de bases) de la sonda y la naturaleza de la diana (ADN, ARN, 
composición de bases, si está presente en solución o inmovilizado, y similares), y la concentración de sales y otros 
componentes (por ejemplo, la presencia o ausencia de formamida, sulfato de dextrano, polietilenglicol). Los efectos 55 
de estos factores son bien conocidos y se discuten en las referencias estándar en la técnica, ver, por ejemplo, 
Sambrook, supra, y Ausubel, supra. Típicamente, las condiciones de hibridación rigurosas son concentraciones de 
sales menores de aproximadamente 1,0 M de iones de sodio, típicamente, aproximadamente 0,01 a 1,0 M de iones 
de sodio a pH 7,0 a 8,3, y temperaturas de al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, 10 a 
50 nucleótidos) y al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo, más de 50 nucleótidos). Como 60 
se señaló, las condiciones rigurosas pueden lograrse, además, con la adición de agentes desestabilizadores tales 
como la formamida, en cuyo caso pueden emplearse temperaturas más bajas. En la presente invención, el 
polinucleótido puede ser un polinucleótido que hibrida con el ARNm de la conexina 43 en condiciones de rigurosidad 
media a alta, tales como cloruro de sodio 0,03 M y citrato de sodio 0,03 M, de aproximadamente 50 a aproximadamente 
60 grados centígrados. 65 
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El término "cantidad con eficacia terapéutica" significa la cantidad del compuesto objetivo que provocará una respuesta 
conveniente, por ejemplo, una respuesta biológica o médica de un tejido, sistema, animal o humano que se busca, por 
ejemplo, por un investigador, veterinario, doctor en medicina, u otro clínico. 
 
"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a las medidas profilácticas o preventivas. Aquellos que 5 
necesitan tratamiento incluyen aquellos que ya tienen el trastorno, así como también aquellos en los que debe 
prevenirse el trastorno. 
 
El término "vector" se refiere a una molécula de ácido nucleico vehículo para la amplificación, replicación y/o expresión 
en forma de un plásmido, fago, virus, u otro sistema (ya sea de origen natural o sintético) para el suministro de ácidos 10 
nucleicos a las células donde el plásmido, fago, o virus puede ser funcional con células huésped bacterianas, de 
levadura, de invertebrados y/o de mamífero. El vector puede permanecer independiente del ADN genómico de la célula 
huésped o puede integrarse total o parcialmente con el ADN genómico. El vector generalmente no necesitará contener 
todos los elementos necesarios para ser funcional en cualquier célula huésped con la que sea compatible. Un "vector 
de expresión" es un vector capaz de dirigir la expresión de un polinucleótido exógeno, por ejemplo, un polinucleótido 15 
que codifica el dominio de unión de una proteína de fusión, en condiciones apropiadas. 
 
Como se describe en la presente descripción, los términos "homología y homólogos" incluyen polinucleótidos que 
pueden ser un homólogo de secuencia en el polinucleótido de conexina (por ejemplo, ARNm). Tales polinucleótidos 
tienen, típicamente, al menos aproximadamente 70 % de homología, preferentemente, al menos aproximadamente 80 20 
%, 90 %, 95 %, 97 % o 99 % de homología con respecto a la secuencia relevante, por ejemplo, en una región de al 
menos aproximadamente 15, 20, 30, 40, 50, 100 nucleótidos contiguos más (de la secuencia homóloga). 
 
La homología puede calcularse en base a cualquier método en la técnica. Por ejemplo, el paquete UWGCG 
proporciona el programa BESTFIT que puede usarse para calcular la homología (por ejemplo, en su configuración 25 
predeterminada) (Devereux y otros, Nucleic Acids Research 12, p387-395 (1984)). Los algoritmos PILEUP y BLAST 
pueden usarse para calcular secuencias de homología o alineación (típicamente, en su configuración predeterminada), 
por ejemplo, como se describe en Altschul S. F.; J Mol Evol 36: 290-300 (1993); Altschul, S. F. y otros; J Mol Biol 215: 
403-10 (1990). El programa informático para realizar análisis BLAST está disponible públicamente a través del Centro 
Nacional de Información Biotecnológica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/L). Este algoritmo implica primero identificar un 30 
par de secuencia de puntaje alto mediante la identificación de palabras cortas de longitud W en la secuencia de 
consulta que coinciden o satisfacen algún puntaje T de umbral de valor positivo cuando se alinean con una palabra de 
la misma longitud en una secuencia de base de datos. T se conoce como el umbral de puntuación de palabras vecinas 
(Altschul y otros supra). Estas coincidencias iniciales de palabras vecinas actúan como semillas para iniciar búsquedas 
para encontrar las HSP que las contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo 35 
largo de cada secuencia hasta que pueda aumentarse la puntuación de alineación acumulativa. Las extensiones para 
los aciertos de palabras en cada dirección se detienen cuando: la puntuación de alineación acumulativa cae en la 
cantidad X de su valor máximo alcanzado; la puntuación acumulada va a cero o más abajo, debido a la acumulación 
de uno o más alineamientos de residuos de puntuación negativa; o se alcanza el final de cualquiera de las secuencias. 
Los parámetros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la sensibilidad y la velocidad de la alineación. El programa 40 
BLAST usa por defecto una longitud de palabra (W) de 11, la matriz de puntuación BLOSUM62 (ver Henikoff and 
Henikoff Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915-10919 (1992)) alineaciones (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=4, 
y una comparación de ambas cadenas. 
 
El algoritmo BLAST realiza un análisis estadístico de la similitud entre dos secuencias; ver, por ejemplo, Karlin and 45 
Altschul Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo 
BLAST es la probabilidad de suma más pequeña (P (N)), que proporciona una indicación de la probabilidad mediante 
la cual una coincidencia entre dos secuencias, de nucleótidos o aminoácidos, ocurre por casualidad. Por ejemplo, una 
secuencia se considera similar a otra secuencia si la probabilidad de suma más pequeña en comparación con la 
primera secuencia es menos de aproximadamente 1, preferentemente, menos de aproximadamente 0,1, con mayor 50 
preferencia menos de aproximadamente 0,01, y con la máxima preferencia menos de aproximadamente 0,001. 
 
La secuencia homóloga, típicamente, difiere de la secuencia relevante en al menos (o no más de) aproximadamente 
1, 2, 5, 10, 15, 20 o más mutaciones (que pueden ser sustituciones, deleciones o inserciones). Estas mutaciones 
pueden medirse en cualquiera de las regiones mencionadas anteriormente en relación con el cálculo de la homología. 55 
La secuencia homóloga, típicamente, hibrida selectivamente con la secuencia original a un nivel significativamente 
superior al del fondo. La hibridación selectiva se consigue, típicamente, mediante el uso de condiciones de rigurosidad 
media a alta (por ejemplo, cloruro de sodio 0,03 M y citrato de sodio 0,03 M a una temperatura de aproximadamente 
50 grados C a aproximadamente 60 grados C). Sin embargo, tal hibridación puede realizarse bajo cualquier condición 
adecuada conocida en la técnica (ver Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (1989)). Por ejemplo, 60 
si se requiere alta rigurosidad, las condiciones adecuadas incluyen 0,2 x SSC a 60 grados C. Si se requiere menor 
rigurosidad, las condiciones adecuadas incluyen 2 x SSC a 60 grados C. 
 
Una "célula" significa cualquier célula viva adecuada para la aplicación conveniente. Las células incluyen células 
eucariotas y procariotas. 65 
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El término "producto génico" se refiere a una molécula de ARN transcrita a partir de un gen, o un polipéptido codificado 
por el gen o traducido a partir del ARN. 
 
El término "recombinante" se refiere a un polinucleótido sintetizado o manipulado de cualquier otra manera in vitro (por 
ejemplo, "polinucleótido recombinante"), a métodos de uso de polinucleótidos recombinantes para producir productos 5 
génicos en células u otros sistemas biológicos, o a un polipéptido ("proteína recombinante") codificado por un 
polinucleótido recombinante. Por lo tanto, un polinucleótido "recombinante" se define por su método de producción o 
por su estructura. En referencia a su método de producción, el proceso se refiere al uso de técnicas de ácido nucleico 
recombinante, por ejemplo, que implica la intervención humana en la secuencia de nucleótidos, típicamente, selección 
o producción. Alternativamente, puede ser un polinucleótido hecho generando una secuencia que comprende una 10 
fusión de dos o más fragmentos que no son contiguos naturalmente entre sí. Por lo tanto, por ejemplo, se abarcan los 
productos elaborados mediante la transformación de células con cualquier vector de origen no natural, al igual que los 
polinucleótidos que comprenden la secuencia derivada mediante el uso de cualquier proceso de oligonucleótido 
sintético. De manera similar, un polipéptido "recombinante" es uno que se expresa a partir de un polinucleótido 
recombinante. 15 
 
Una "célula huésped recombinante" es una célula que contiene un vector, por ejemplo, un vector de clonación o un 
vector de expresión, o una célula que de cualquier otra manera se ha manipulado mediante técnicas recombinantes 
para expresar una proteína de interés. 
 20 
La familia del gen conexina es diversa, con 20 miembros identificados en el genoma humano secuenciado. Los 
diferentes productos del gen de conexina se combinan para formar uniones de intersticio con diferentes propiedades, 
que incluyen conductancia de poros, selectividad por tamaño, selectividad por carga, propiedades de activación por 
voltaje, y propiedades de activación química, y se expresan en diferentes tejidos, y en diferentes momentos del 
desarrollo o durante procesos de enfermedad. En la literatura reciente, las conexinas se denominan más comúnmente 25 
de acuerdo con sus pesos moleculares, por ejemplo, Cx26 es la proteína conexina de 26 Kd. Esto puede generar 
confusión cuando se comparan genes de conexina de diferentes especies, por ejemplo, el Cx36 humano es homólogo 
al Cx35 del pez cebra. Como se usa en la presente descripción, por lo tanto, debe entenderse que la referencia a una 
conexina particular es una referencia a todas las variantes de especies de esta, incluso si sus pesos moleculares son 
diferentes. Por lo tanto, por ejemplo, una referencia a la "conexina 43" significa no solo la conexina humana 43 sino 30 
también a la conexina análoga de las otras especies, sin importar si también son de 43 Kd. De manera similar, la 
referencia a una "conexina 43" no humana es una referencia al análogo o variante de la conexina 43 en esa especie. 
Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a la "conexina 43 del caballo" es una referencia al análogo o variante relevante 
de la conexina 43 humana en el caballo, incluso si no tiene un peso molecular de 43 Kd. 
 35 
Compuestos 
 
Los compuestos descritos en la presente descripción son útiles para mejorar, tratar, o prevenir una diversidad de 
trastornos y afecciones, que incluyen, pero no se limitan a afecciones cardiovasculares, inflamatorias, neurológicas, y 
vasculares, así como también el tratamiento de heridas. Los compuestos son útiles, además, en composiciones 40 
farmacéuticas y en relación con dispositivos y procedimientos médicos, que incluyen, por ejemplo, cirugías, 
procedimientos de injerto, y trasplantes de órganos o tejidos. Determinados compuestos preferidos descritos en la 
presente descripción son capaces de modular o afectar el transporte de moléculas dentro y fuera de las células (por 
ejemplo, bloqueo o inhibición). Por lo tanto, determinados compuestos anticonexina descritos en la presente 
descripción modulan la comunicación celular (por ejemplo, célula a célula). Determinados compuestos anticonexina 45 
modulan o efectúan la transmisión de moléculas entre el citoplasma celular y el espacio periplásmico o extracelular. 
Tales compuestos generalmente se dirigen a los hemicanales (conexones), porque los hemicanales están 
involucrados independientemente en el intercambio de moléculas pequeñas entre el citoplasma celular y un espacio 
o tejido extracelular. Por lo tanto, un compuesto descrito en la presente descripción puede reducir directa o 
indirectamente el acoplamiento entre células o entre una célula y un espacio extracelular o tejido, y la modulación del 50 
transporte de moléculas desde una célula a un espacio extracelular está dentro del alcance de determinados 
compuestos y casos descritos en la presente descripción. 
 
En la presente descripción se describe cualquier molécula que sea capaz de provocar como respuesta una inhibición 
conveniente del paso (por ejemplo, el transporte) de moléculas a través de una unión de intersticio o un hemicanal de 55 
conexina. Los compuestos que modulan el paso de moléculas a través de una unión de intersticio o un hemicanal de 
conexina se describen, además, en casos particulares (por ejemplo, aquellos que modulan el paso de moléculas desde 
el citoplasma de una célula a un espacio extracelular). Tales compuestos pueden modular el paso de las moléculas a 
través de una unión de intersticio o hemicanal de conexina con o sin desacoplamiento de la unión de intersticio 
(mediante el bloqueo del transporte de las moléculas a través de las uniones de intersticio). Tales compuestos incluyen, 60 
por ejemplo, proteínas y polipéptidos, polinucleótidos y cualquier otro compuesto orgánico, y pueden, por ejemplo, 
bloquear la función o expresión de una unión de intersticio o un hemicanal en todo o en parte. Para obtener una lista 
de algunos inhibidores de la unión de intersticio, ver por ejemplo Evans, W.H. and Boitano, S. Biochem. Soc. Trans. 
29: 606 - 612 (2001). 
 65 
Péptidos y polipéptidos inhibidores de conexina 
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Las proteínas de unión, que incluyen péptidos, péptidos miméticos, anticuerpos, fragmentos de anticuerpos y similares. 
etcétera, son moduladores adecuados de las uniones de intersticio y hemicanales y uniones de intersticio. Las 
proteínas de unión incluyen, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos de 
anticuerpos (que incluyen, por ejemplo, Fab, F (ab')2 y fragmentos Fv; anticuerpos de cadena única; cadena única de 5 
Fv; y moléculas de unión de cadena única tales como las que comprenden, por ejemplo, un dominio de unión, bisagra, 
dominios CH2 y CH3, todos como se describe en El documento WO02/056910 de Ledbetter y otros publicado el 25 
de julio de 2002); anticuerpos recombinantes y fragmentos de anticuerpos que pueden unir un determinante antigénico 
(es decir, esa porción de una molécula, generalmente conocida como epítopo) que hace contacto con un anticuerpo 
particular u otra molécula de unión. Estas proteínas de unión, que incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos; 10 
etcétera, pueden ser quiméricas o humanizadas o de cualquier otra manera hechas para ser menos inmunogénicas 
en el sujeto al que se les administra, y pueden sintetizarse, producirse recombinantemente, o producirse en bibliotecas 
de expresión. Se prevé que cualquier molécula de unión conocida en la técnica o descubierta más tarde, tal como las 
mencionadas en la presente descripción y/o descritas con mayor detalle en la técnica. Ver Harlow, E., and Lane, D., 
"Antibodies: A Laboratory Manual," Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 349 (1988). Por ejemplo, 15 
las proteínas de unión incluyen no solo anticuerpos, y similares, sino también ligandos, receptores, péptidos miméticos, 
u otros fragmentos o moléculas de unión (por ejemplo, producidos mediante la exposición en fagos) que se unen a 
una diana (por ejemplo, conexina, hemicanal, o moléculas asociadas). 
 
Las moléculas de unión generalmente tendrán una especificidad conveniente, que incluye, pero no se limita a la 20 
especificidad de unión, y la afinidad conveniente. La afinidad, por ejemplo, puede ser una Ka mayor que o igual a 
aproximadamente 104 M-1, mayor que o igual a aproximadamente 106 M-1, mayor que o igual a aproximadamente 107 
M-1, mayor que o igual a aproximadamente 108 M-1. Incluso, las afinidades mayores que aproximadamente 108 M-1 son 
adecuadas, tales afinidades igual a o mayor que aproximadamente 109 M-1, aproximadamente 1010 M-1, 
aproximadamente 1011 M-1, y aproximadamente 1012 M-1. Las afinidades de las proteínas de unión útiles en la presente 25 
invención pueden determinarse fácilmente mediante el uso de técnicas convencionales, por ejemplo, las descritas por 
Scatchard y otros, 1949 Ann. N.Y. Acad. Sci. 51: 660. 
 
Los inhibidores peptídicos (por ejemplo, péptidos miméticos) de uniones de intersticio y hemicanales se describen en 
la presente descripción. Ver por ejemplo Berthoud, V.M. y otros, Am J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 279: L619 - 30 
L622 (2000); Evans, W.H. and Boitano, S. Biochem. Soc. Trans. 29: 606 - 612, and De Vriese A.S., y otros. Kidney Int. 
61: 177 - 185 (2001). 
 
Mediante el uso de datos obtenidos de gráficos de hidropatía, se ha propuesto que una conexina contiene cuatro 
regiones transmembranales y dos lazos cortos extracelulares. Paul DL. J Cell Biol 103: 123-134 (1996). El 35 
posicionamiento de la primera y segunda regiones extracelulares de conexina se caracterizó adicionalmente mediante 
la producción informada de anticuerpos antipéptidos usados para la inmuno localización de los epítopos 
correspondientes sobre las uniones de intersticio separadas. Goodenough D.A. J Cell Biol 107: 1817-1824 (1988); 
Meyer R.A., J Cell Biol 119: 179-189 (1992). 
 40 
Los dominios extracelulares de un hemicanal aportados por dos células adyacentes se "acoplan" entre sí para formar 
canales de unión de intersticio completos. Los reactivos que interfieren con las interacciones de estos dominios 
extracelulares perjudicarán la comunicación de célula a célula. Los péptidos cortos correspondientes a secuencias 
dentro de los lazos extracelulares de conexinas se informaron como inhibidores de la comunicación intercelular. 
Boitano S. and Evans W. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 279: L623-L630 (2000). Se ha reportado el uso de 45 
péptidos como inhibidores de la formación de canales célula-célula producidos por la conexina (Cx) 32 expresada en 
ovocitos pareados de Xenopus. Dahl G, y otros, Biophys J 67: 1816-1822 (1994). Berthoud, VM y Seul, KH, resumieron 
algunos de estos resultados. Am J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol. 279: L619 - L622 (2000). La modulación de la 
función de hemicanal mediante la fosforilación de un residuo de tirosina se reportó por Jensen y otros, 
(US2004/0092429), cuyas enseñanzas no abarcan los compuestos anticonexina y los métodos descritos en la 50 
presente descripción. 
 
En otro aspecto, un compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende una secuencia de aminoácidos 
correspondiente a una región transmembranal (por ejemplo, 1ra a 4ta) de una conexina (por ejemplo, conexina 45, 43, 
26, 30, 31.1 y 37). En determinados casos descritos, el compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende 55 
una secuencia de aminoácidos correspondiente a una porción de una región transmembranal de una conexina 45. En 
determinados casos descritos, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que 
comprende de 5 a 20 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62, un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos 
que comprende de 8 a 15 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62, o un péptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos que comprende 11 a 13 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62. Otros casos descritos se dirigen a 60 
un compuesto anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende al menos 5, 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, o 30 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:62. En determinados compuestos 
anticonexina descritos en la presente descripción, los dominios extracelulares de conexina 45 correspondientes a los 
aminoácidos en las posiciones 46-75 y 199-228 de la SEQ ID NO: 62 se usan para desarrollar las secuencias 
peptídicas particulares. Por lo tanto, determinados péptidos descritos en la presente descripción tienen una secuencia 65 
de aminoácidos correspondiente a las regiones en las posiciones 46-75 y 199-228 de la SEQ ID NO: 62. Los péptidos 

E06795121
16-01-2020ES 2 766 549 T3

 



18 

no necesitan tener una secuencia de aminoácidos idéntica a las porciones de la SEQ ID NO: 62, y pueden hacerse 
cambios conservativos de aminoácidos de manera que los péptidos retengan la actividad de unión o la actividad 
funcional en los ensayos descritos en la presente descripción y conocidos de cualquier otra manera en la técnica. En 
otros casos descrito, el péptido se dirige a la región diana de la proteína conexina distinta de los dominios 
extracelulares (por ejemplo, las porciones de la SEQ ID NO:62 no correspondientes a las posiciones 46-75 y 199-228). 5 
 
En otras modalidades, el compuesto anticonexina comprende un péptido que comprende una secuencia de 
aminoácidos correspondiente a una porción de una región transmembranal de una conexina 43. En determinadas 
modalidades, el compuesto anticonexina es un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende de 5 
a 20 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63, un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende 10 
de 8 a 15 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63, o un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que 
comprende 11 a 13 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63. Otras modalidades se dirigen a un compuesto 
anticonexina que es un péptido que tiene una secuencia de aminoácidos que comprende al menos 5, 6, 7, 8. 9, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 20, 25 o 30 aminoácidos contiguos de la SEQ ID NO:63. En otros compuestos anticonexina, los 
dominios extracelulares de la conexina 43 correspondientes a los aminoácidos en las posiciones 37-76 y 178-208 de 15 
la SEQ ID NO: 63 se usan para desarrollar las secuencias de péptidos particulares. Por lo tanto, determinados péptidos 
descritos en la presente descripción tienen una secuencia de aminoácidos correspondiente a las regiones en las 
posiciones 37-76 y 178-208 de la SEQ ID NO: 63. Los péptidos no necesitan tener una secuencia de aminoácidos 
idéntica a las porciones de la SEQ ID NO: 63, y pueden hacerse cambios conservativos de aminoácidos de manera 
que los péptidos retengan la actividad de unión o la actividad funcional en los ensayos descritos en la presente 20 
descripción y conocidos de cualquier otra manera en la técnica. En otras modalidades, el péptido se dirige a la región 
diana de la proteína conexina distinta de los dominios extracelulares (por ejemplo, las porciones de la SEQ ID NO:63 
no correspondientes a las posiciones 37-76 y 178-208). 
 
En determinadas modalidades no limitantes, los péptidos anticonexina 43 comprenden secuencias correspondientes 25 
a una porción de los dominios extracelulares de conexina con sustituciones conservativas de aminoácidos de manera 
que los péptidos son compuestos anticonexina 43 funcionalmente activos. Las sustituciones conservativas de 
aminoácidos ilustrativas incluyen, por ejemplo, la sustitución de un aminoácido no polar con otro aminoácido no polar, 
la sustitución de un aminoácido aromático con otro aminoácido aromático, la sustitución de un aminoácido alifático 
con otro aminoácido alifático, la sustitución de un aminoácido polar con otro aminoácido polar, la sustitución de un 30 
aminoácido ácido con otro aminoácido ácido, la sustitución de un aminoácido básico con otro aminoácido básico, y la 
sustitución de un aminoácido ionizable con otro aminoácido ionizable. 
 
Los péptidos ilustrativos dirigidos a la conexina 43 se muestran más abajo en la Tabla 1. M1, 2, 3 y 4 se refieren a la 
1ra a 4ta regiones transmembranales de la proteína conexina 43, respectivamente. E2 se refiere al primer y segundo 35 
lazo extracelular, respectivamente. 
 

Tabla 1. Inhibidores Peptídicos de la Comunicación Intercelular (cx43) 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 

La Tabla 2 proporciona péptidos de conexina ilustrativos adicionales usados en la inhibición de la función del hemicanal 55 
o de la unión de intersticio. En otros casos descritos, se realizan cambios conservativos de aminoácidos en los péptidos 
o fragmentos de estos. 
 

Tabla 2. Inhibidores Peptídicos Adicionales de la Comunicación Intercelular (cx32, cx43) 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

FEVAFLLIQWI M3 & E2 (SEQ ID NO:32) 

LLIQWYIGFSL E2 (SEQ ID NO:33) 

SLSAVYTCKRDPCPHQ E2 (SEQ ID NO:34) 

VDCFLSRPTEKT E2 (SEQ ID NO:35) 

SRPTEKTIFII E2 & M4 (SEQ ID NO:36) 

LGTAVESAWGDEQ M1 & E1 (SEQ ID NO:37) 

QSAFRCNTQQPG E1 (SEQ ID NO:38) 

QQPGCENVCYDK E1 (SEQ ID NO:39) 

VCYDKSFPISHVR E1 (SEQ ID NO:40) 

Conexina Localización   AA y Secuencia   

Cx32 E1 39-7 AAESVWGDEIKSSFICNTLQPGCNSVCYDHFFPISHVR (SEQ ID NO: 41)

Cx32 E1 41-52 ESVWGDEKSSFI (SEQ ID NO: 42) 
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 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 

La Tabla 3 proporciona los lazos extracelulares para los miembros de la familia de la conexina que se usan para 40 
desarrollar los péptidos inhibidores descritos en la presente descripción. Los péptidos y los fragmentos de estos 
proporcionados en la Tabla 3, se usan como péptidos inhibidores. En otros casos descritos, los péptidos que 
comprenden de aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 
aminoácidos contiguos de los péptidos en esta Tabla son péptidos inhibidores. En otros casos descritos, se realizan 
cambios conservativos de aminoácidos en los péptidos o fragmentos de estos. Ver Boitano S. and Evans W. Am J 45 
Physiol Lung Cell Mol Physiol 279: L623-L630 (2000). 
 

Tabla 3. Lazos extracelulares para diversos miembros de la familia conexina 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

Cx32 E1 52-63 ICNTLQPGCNSV (SEQ ID NO: 43)

Cx32 E1 62-73 SVCYDHFFPISH (SEQ ID NO: 44) 

Cx32 E2 164-188 RLVKCEAFPCPNTVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 45)

Cx32 E2 166-177 VKCEAFPCPNTV (SEQ ID NO: 46) 

Cx32 E2 177-188 VDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 47)

          

Cx32 E1 63-75 VCYDHFFPISHVR (SEQ ID NO: 48)

Cx32 E1 43-59 VWGDEKSSFICNTLQPGY (SEQ ID NO: 49) 

Cx32 E1 46-59 DEKSSFICNTLQPGY (SEQ ID NO: 50)

Cx32 E2 182-192 SRPTEKTVFTV (SEQ ID NO: 51) 

        

Cx32/Cx43 E2 182-188 SRPTEKT (SEQ ID NO: 52)

    201-207     

Cx43 E1 64-76 VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO: 53)

Cx43 E2 201-211 SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 54) 

        

Cx32 E1 52-63 ICNTLQPGCNSV (SEQ ID NO: 55) 

Cx40 E2 177-192 FLDTLHVCRRSPCPHP (SEQ ID NO: 56)

          

Cx43 E2 180-195 SLSAVYTCKRDPCPHQ (SEQ ID NO: 57)

          

Cx43 E1 64-76 VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO: 58)

Cx43 E2 201-211 SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 59) 

Cx43 E2 188-205 KRDPCHQVDCFLSRPTEK (SEQ ID NO: 60)

E1    

huCx26 KEVWGDEQADFVCNTLQPGCKNVCYDHYFPISHIR (SEQ ID NO: 68) 

huCx30 QEVWGDEQEDFVCNTLQPGCKNVCYDHFFPVSHIR (SEQ ID NO: 69) 

huCx30.3 EEVWDDEQKDFVCNTKQPGCPNVCYDEFFPVSHVR (SEQ ID NO: 70) 

huCx31 ERVWGDEQKDFDCNTKQPGCTNVCYDNYFPISNIR (SEQ ID NO: 71) 

huCx31.1 ERVWSDDHKDFDCNTRQPGCSNVCFDEFFPVSHVR (SEQ ID NO: 72) 

huCx32 ESWJGDEKSSFICNTLQPGCNSVCYDQFFPISHVR (SEQ ID NO: 73) 

huCx36 ESVWGDEQSDFECNTAQPGCTNVCYDQAFPISHIR (SEQ ID NO: 74) 

huCx37 ESVWGCEQSDFECNTAQPGCTNVCYDQAFPISHIR (SEQ ID NO: 75) 

huCx40.1 RPVYQDEQERFVCNTLOPGCANVCYDVFSPVSHLR (SEQ ID NO: 76) 
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 35 

Las secuencias del dominio E2 de diferentes isotipos de conexina se muestran con aminoácidos homólogos al péptido 
de la SEQ ID NO:35 y al péptido de la SEQ ID NO:36, en negrita. Tenga en cuenta que los últimos 4 aminoácidos del 
péptido de la SEQ ID NO:36 son parte del cuarto dominio de membrana. La Tabla 4 proporciona el dominio extracelular 
para los miembros de la familia de conexina que se usan para desarrollar los péptidos inhibidores descritos en la 
presente descripción. Los péptidos y los fragmentos de estos proporcionados en la Tabla 4, se usan como péptidos 40 
inhibidores. En otros casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 8 a aproximadamente 15, 
de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoácidos contiguos de los péptidos en esta Tabla son péptidos 
inhibidores. En otros casos descritos, se realizan cambios conservativos de aminoácidos en los péptidos o fragmentos 
de estos. 
 45 

Tabla 4. Dominios extracelulares 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

huCx43 ESAWGDEQSAFRCNTQQPGCENVCYCKSFPISHVR (SEQ ID NO: 77)

huCx46 EDVMGDEQSDFTCMTQQPGCEMVCYDRAFPISHIR (SEQ ID NO: 78) 

huCx46.6 EAIYSDEQAKFTCNTRQPGCDNVCYDAFAPLSHVR (SEQ ID NO: 79)

huCx40 ESSWGDEQADFRCDTIQFGCQNVCTDQAFPXSHIR (SEQ ID NO: 80) 

huCx45 GESIYYDEQSKFVCNTEQPGCENVCYDAFAPLSHVR (SEQ ID NO: 81)

      

E2     

huCx26 MYVFYVKYDGFSMQRLVKCNAWPCPNTVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 82) 

huCx30 MYVFYFLYNGYHLPWVLKCGICPCPNLVDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 83)

huCx30.3 LYZFHFLLYKDYDMPRVVACSVEPCPHTVDCYISRPTEKK (SEQ ID NO: 64) 

huCx31 LYLLHTLWHGFNMPRLVQCANVAPCPNIVDCYIARPTEKK (SEQ ID NO: 85)

huCx31.1 LYVFHSFYPKYILPPWKCHADPCPNIVDCFISKPSEKN (SEQ ID NO: 86)

huCx32 MYVFYLLYPGYAMVRLVKCDVYPCPNTVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 87) 

huCx36 LYGWTMEPVIVCQRAPCPYLVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 88)

huCx37 LYGWTMEPVFVCORAPCPYLVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 89) 

huCx40.1 GALHYFLFGFLAPKKFPCTRPPCTGVVDCYVSRPTEKS (SEQ ID NO: 90)

huCx43 LLIQWYIYGFSLSAVYTCKRDPCPHQVDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO: 91) 

huCx46 IAGQYFLYGFELKPLYRCDRWPCPNTVDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 92)

huCx46.6 LVGQYLLYGFEVRPFFPCSRQPCPHVVDCFVSRPTEKT (SEQ ID NO: 93) 

huCx40 IVGQYFIYGIFLTTLHVCRRSPCPHPVNCYVSRPTEKN (SEQ ID NO: 94)

huCx45 LXGQYFLYGFQVHPFYVCSRLPCHPKIDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 95) 

Péptido VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO: 35)

Péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 36) 

      

huCx43 LLIQWYIYGFSLSAVYTCKRDPCPHQVDCFLSRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 96) 

huCx26 MYVFYVMYDGFSMQRLVKCNAWPCPNTVDCFVSRPTEKTVFTV (SEQ ID NO: 97)

huCx30 YVFYFLYNGYHLPWVLKCGIDPCPNLVDCFISRPTEKTVFTI (SEQ ID NO: 98) 

huCx30.3 LYIFHRLYKDYDMPRWACSVEPCPHTVDCYISRPTEKKVFTY (SEQ ID NO: 99)

huCx31 LYLLHTLWHGFNMPRLVQCANVAPCPNIVDCYIARPTEKKTY (SEQ ID NO: 100) 

huCx31.1 LYVFHSFYPKYILPPWKCHADPCPNIVDCFISKPSEKNIFTL (SEQ ID NO: 101)

huCx32 MYVFYLLYPGYAMVRLVKCDVYPCPNTVDCFVSRPTEKTVFTV (SEQ ID NO: 102) 

huCx36 LYGWTMEPVFVCQRAPCPYLVDCFVSRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 103)

huCx37 LYGWTMEPVFVCQRAPCPYLVDCFVSRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 104)
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La Tabla 5 proporciona los péptidos inhibidores de conexina 40 mostrados con referencia a los lazos extracelulares 10 
(E1 y E2) de conexina 40. Los aminoácidos en negrita se dirigen a las regiones transmembranales de conexina 40. 
 

Tabla 5. Péptidos inhibidores de Cx40 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 

La Tabla 6 proporciona los péptidos inhibidores de conexina 45 que se muestran con referencia a los lazos 
extracelulares (E1 y E2) de conexina 45. Los aminoácidos en negrita se dirigen a las regiones transmembranales de 
conexina 45 
 45 

Tabla 6. Péptidos inhibidores de Cx45 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

huCx40.1 GALHYFLFGFLAPKKFPCTRPPCTGVVDCYVSRPTEKSLLML (SEQ ID NO: 105)

huCx46 IAGQYFLYGFELKPLYRCDRWPCPNTVDCFISRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 106) 

huCx46.6 LVGQYLLYGFEVRPFFPCSRQPCPHVVDCFVSRPTEKTVFLL (SEQ ID NO: 107)

huCx40 IVGQYFIYGIFLTTLHVCRRSPCPHPVNCYVSRPTEKNVFIV (SEQ ID NO: 108) 

huCx45 LIGQYFLYGFQVHPFYVCSRLPCHPKIDCFISRPTEKTIFLL (SEQ ID NO: 109)

E1     

  LGTAAESSWGDEQADFRCDTIQPGCQNVCTDQAFPISHIRFWVLQ (SEQ ID NO: 110)

  LGTAAESSWGDEQA (SEQ ID NO: 111) 

           DEQADFRCDTIQP (SEQ ID NO: 112)

                     TIQPGCQNVCTDQ (SEQ ID NO: 113) 

                 VCTDQAFPISHIR (SEQ ID NO: 114)

                                  
AFPISHIRFWVLQ

(SEQ ID NO: 115) 

E2     

  MEVGFIVGQYFIYGIFLTTLHVCRRSPCPHPVNCYVSRPTEKNVFIV (SEQ ID NO: 116)

  MEVGFIVGQYF (SEQ ID NO: 117) 

       IVGQYFIYGIFL (SEQ ID NO: 118)

              GIFLTTLHVCRRSP (SEQ ID NO: 119)

                         RRSPCPHPVNCY (SEQ ID NO: 120) 

                                   
VNCYVSRPTEKN 

(homólogo de la SEQ
ID NO:35) 

                                   
SRPTERNVFIV 

(SEQ ID NO: 36) 

E1     

  LTAVGGESIYYDEQSKFVCNTEQPGCENVCYDAFAPLSHVRFWVFQ (SEQ ID NO: 
121) 

  LTAVGGESIYYDEQS (SEQ ID NO: 
122) 

             DEQSKFVCNTEQP (SEQ ID NO: 
123) 

                      TEQPGCENVCYDA (SEQ ID NO: 
124) 

                              VCYDAFAPLSHVR (SEQ ID NO: 
125) 

                                    
APLSHVRFWVFQ

(SEQ ID NO: 
126) 
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Se prefiere que determinados péptidos inhibidores bloqueen los hemicanales sin un bloqueo conveniente de las 
uniones de intersticio. Si bien no desea vincularse a ninguna teoría o mecanismo en particular, se cree, además, que 
determinados péptidos miméticos (por ejemplo, VCYDKSFPISHVR, SEQ ID NO: 53) bloquean los hemicanales sin 
causar el desacoplamiento de las uniones de intersticio (Ver Leybeart y otros, Cell Commun Adhes 10: 251 - 257 25 
(2003)). El péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:54) puede usarse, además, por ejemplo, para bloquear los hemicanales 
sin desacoplar las uniones de intersticio. El péptido SRGGEKNVFIV (SEQ ID NO:61) puede usarse como una 
secuencia de control (DeVriese y otros, Kidney Internat. 61: 177 - 185 (2002)). Ejemplos de péptidos inhibidores de 
conexina 45 YVCSRLPCHP (SEQ ID NO:132), QVHPFYVCSRL (SEQ ID NO:133), FEVGFLIGQYFLY (SEQ ID 
NO:134), GQYFLYGFQVHP (SEQ ID NO:135), GFQVHPFYVCSR (SEQ ID NO:136), AVGGESIYYDEQ (SEQ ID 30 
NO:137), YDEQSKFVCNTE (SEQ ID NO:138), NTEQPGCENVCY (SEQ ID NO:139), CYDAFAPLSHVR (SEQ ID 
NO:140), FAPLSHVRFWVF (SEQ ID NO:141) y LIGQY SEQ ID NO:142), QVHPF (SEQ ID NO:143), YVCSR (SEQ ID 
NO: 144), SRLPC (SEQ ID NO:145), LPCHP (SEQ ID NO:146) y GESIY (SEQ ID NO:147), YDEQSK (SEQ ID NO:148), 
SKFVCN (SEQ ID NO: 149), TEQPGCEN (SEQ ID NO:150), VCYDAFAP (SEQ ID NO:151), LSHVRFWVFQ (SEQ ID 
NO:152). Los péptidos solamente pueden ser de 3 aminoácidos en longitud, que incluyen SRL, PCH, LCP, CHP, IYY, 35 
SKF, QPC, VCY, APL, HVR, o más largos, por ejemplo: LIQYFLYGFQVHPF (SEQ ID NO:153), VHPFYCSRLPCHP 
(SEQ ID NO:154), VGGESIYYDEQSKFVCNTEQPG (SEQ ID NO:155), TEQPGCENVCYDAFAPLSHVRF (SEQ ID 
NO:156), AFAPLSHVRFWVFQ (SEQ ID NO:157). 
 
En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de 40 
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoácidos contiguos 
de los péptidos en la Fórmula 1A son péptidos inhibidores. 
 
Fórmula 1A 
 45 
        X1-X2-X3-X4-X5-Gly-X7-X8-X9-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18-Cys-X20-X21-X22-X23-Pro-Gly-X26-

X27-X28-X29-Cys-X31-X32-X33-X34-X35-Pro-X37-X38-X39-X40-X41-X42-X43-X44-X45-X46     (Fórmula 1A) 
 
en donde X1 y X37 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Leu, Ile, Met y Val; X2 se selecciona 
del grupo que consiste en Thr, Asn, Ser y Ala; X3 se selecciona del grupo que consiste en Ala, Ser, Gly and Thr; X4, 50 
X18, X29, X40 y X44 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Val, Ile, Met and Leu; X5 se selecciona 
de un grupo que consiste en Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; X7, X13, X22 y X27 se seleccionan independientemente del grupo 
que consiste en Glu, Asp, Gln and Lys; X8, X15 y X38 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en 
Ser, Ala, Asn y Thr; X9 se selecciona de un grupo que consiste en Ile, Val, Leu y Met; X10, X11 y X31 se seleccionan 
independientemente del grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp y His; X12 y X32 se seleccionan independientemente del 55 
grupo que consiste en Asp, Glu y Asn; X14 y X23 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en Gln, 
Glu, Arg y Lys; X16 se selecciona del grupo que consiste en Lys, Arg, Glu y Gln; X17 y X34 se seleccionan 
independientemente del grupo que consiste en Phe, Tyr y Trp; X20 y X28 se seleccionan independientemente del grupo 
que consiste en Asn, Ser, His y Asp; X21 se selecciona del grupo que consiste en Thr y Ser; X33 y X35 se seleccionan 
independientemente de un grupo que consiste en Ala y Ser; X39 se selecciona del grupo que consiste en His, Tyr y 60 
Asn; 
X41 se selecciona de un grupo que consiste en Arg, Lys y Gln; X42 y X45 se seleccionan independientemente de un 
grupo que consiste en Phe, Tyr, Cys. Leu y Tyr; X43 se selecciona de un grupo que consiste en Trp, Tyr, Arg, Lys, Cys 
y Phe; y X46 se selecciona de un grupo que consiste en Gln, His, Glu, Lys, Arg, Asn y Asp. 
 65 

E2     

  FEVGFLIGQYFLYGFQVHPFYVCSRLPCHPKIDCFISRPTEKTIFLL (SEQ ID NO: 
127) 

  FEVGFLIGQYF (SEQ ID NO: 
128) 

       LIGQYFLYGFQV (SEQ ID NO: 
129) 

               GFQVHPFYVCSRLP (SEQ ID NO: 
130) 

                         SRLPCHPKIDCF (SEQ ID NO: 
131) 

                                 IDCFISRPTEKT (SEQ ID NO: 
36) 

                                      
SRPTEKTIFLL 

(SEQ ID NO: 
37) 
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En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de 
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoácidos contiguos 
de los péptidos en la Fórmula 1B son péptidos inhibidores. 
 
Fórmula 1B: 5 

 
        X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-Gly-X9-X10-X11-X12-X13-Gly-X15-X16-X17-X18-Pro-X20,X21-X22-Cys-X24-X25-X26-

Pro-Cys-X29-P-X31-X32-X33-Cys-X35-X36-X37-X38-Pro-X40-X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48     (Fórmula 1B) 
 
y X22 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Val, Ile, Met y Leu; X4 se selecciona de un 10 
grupo que consiste en Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; X6, X12 y X26 se seleccionan independientemente de un grupo que 
consiste en Leu, Ile, Met y Val; X7, X32, X36, X44 y X48 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en 
Ile, Val, Leu y Met; X9, y X16 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Gln, Glu, Arg y Lys; X10, 
X13 y X21 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp y His; X11, X15, X20 y X35 se 
seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyr y Trp; X18 y X29 se seleccionan 15 
independientemente de un grupo que consiste en His, Tyr y Asn; X24 y X37 se seleccionan independientemente de un 
grupo que consiste en Ser, Ala, Asn y Thr; X25 y X38 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en 
Arg, Lys y Gln; X31 y X42 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Lys, Arg, Glu y Gln; X33 se 
selecciona de un grupo que consiste en Asp, Glu y Asn; X40 y X43 se seleccionan independientemente de un grupo 
que consiste en Thr y Ser; X41 se selecciona de un grupo que consiste Glu, Asp, Gln y Lys; y X46 y X47 se seleccionan 20 
independientemente de un grupo que consiste en Val, Ile, Met, Leu y Phe. 
 
En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de 
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoácidos contiguos 
de los péptidos en la Fórmula 2A son péptidos inhibidores. 25 
 
Fórmula 2A 
 

 
        X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-Gly-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-Cys-X19X20-X21-X22-Pro-Gly-Cys-X26-30 

X27-X28-Cys-X30-X31-X32-X33-X34-Pro-X36-X37-X38-X39-X40-X41-X42-X43-X44-X45     (Fórmula 2A) 
 
en donde X1 y X44 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Leu, Ile, Met, Val y Pro; X2 se 
selecciona de un grupo que consiste en Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; X3 se selecciona de un grupo que consiste en Thr, 
Ser, Asn y Ala; X4 se selecciona de un grupo que consiste en Ala, Ser, Gly y Thr, X5, X28, X39 y X43 se seleccionan 35 
independientemente de un grupo que consiste en Val, Ile, Met y Leu; X6, X12, y X26 se seleccionan independientemente 
de un grupo que consiste en Glu, Asp, Gln y Lys; X7, X14, X33 y X37 se seleccionan independientemente de un grupo 
que consiste en Ser, Ala, Asn y Thr; X8 y X15 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Ala y 
Ser; Xg se selecciona de un grupo que consiste en Trp, Tyr y Phe; X11 y X31 se seleccionan independientemente de 
un grupo que consiste en Asp, Glu y Asn; X13, X21, y X22 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste 40 
en Gln, Glu, Arg y Lys; X16 y X34 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyr y Trp; X17 
y X40 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Arg, Lys y Gln; X19 y X27 se seleccionan 
independientemente de un grupo que consiste en Asn, Ser, His y Asp; X20 se selecciona de un grupo que consiste en 
Thr y Ser, X30 se selecciona de un grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp e His; X32 se selecciona de un grupo que 
consiste en Lys, Arg, Glu y Gln; X36 se selecciona de un grupo que consiste en Ile, Val, Leu y Met; X38 se selecciona 45 
de un grupo que consiste en His, Tyr y Asn; X41 se selecciona de un grupo que consiste en Phe, Tyr, Cys, Leu y Trp; 
X42 se selecciona de un grupo que consiste en Trp, Tyr, Phe, Arg, Lys y Cys; y X45 se selecciona de un grupo que 
consiste en Gln, His, Glu, Lys, Arg, Asn y Asp. 
 
En determinados casos descritos, los péptidos que comprenden de aproximadamente 3 a aproximadamente 30, de 50 
aproximadamente 8 a aproximadamente 15, de aproximadamente 11 a aproximadamente 13 aminoácidos contiguos 
de los péptidos en la Fórmula 2B son péptidos inhibidores. 
 
Fórmula 2B 
 55 

        X1-X2-X3-X4-X5-X6-X7-X8-X9-X10-X11-X12-X13-Gly-X15-X16-X17-X18-X19-X20-X21-X22-Cys-X24-X25-X26-
Pro-Cys-Pro-X30-X31-X32-X33-Cys-X35-X36-X37-X38-Pro-X40-X41-X42-X43-X44-X45-X46-X47-X48     (Fórmula 2B) 

 
en donde X1, X5 y X45 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyr, Cys, Trp y Leu; X2 
se selecciona de un grupo que consiste en Glu, Asp, Gln, Gly, His, Arg, Asn y Lys; X3, X17, y X22 se seleccionan 60 
independientemente de un grupo que consiste en Val, Ile, Met y Leu; X4 se selecciona de un grupo que consiste en 
Gly, Glu, Asp, Ser y Ala; X6, X12 y X26 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Leu, Ile, Met y 
Val; X7. X32, X36, X44 y X48 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en IIe, Val, Leu y Met; X9, y 
X16 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Gln, Glu, Arg y Lys; X10, X13 y X21 se seleccionan 
independientemente de un grupo que consiste en Tyr, Phe, Trp y His; X11, X15, X20 y X35 se seleccionan 65 
independientemente de un grupo que consiste en Phe, Tyr y Trp; X18 y X29 se seleccionan independientemente de un 
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grupo que consiste en His, Tyr y Asn; X24 y X37 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Ser, 
Ala, Asn y Thr; X25 y X38 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Arg, Lys y Gln; X31 y/o X42 
se selecciona de un grupo que consiste en Lys, Arg, Glu y Gln; X33 se selecciona de un grupo que consiste en Asp, 
Glu y Asn; X40 and X45 se seleccionan independientemente de un grupo que consiste en Thr y Ser; X41 se selecciona 
de un grupo que consiste en Glu, Asp, Gln y Lys; y X46 y X47 se seleccionan independientemente de un grupo que 5 
consiste en Val, Ile, Met, Leu y Phe. 
 
Ensayos de Unión de Afinidad para Péptidos 
 
Los ensayos de precipitación pueden usarse para verificar la interacción proteína-péptido. En este ensayo, el péptido 10 
puede marcarse, con una etiqueta que reacciona o se fusiona a las proteínas, es decir, GST (Glutation-S-Transferasa), 
que se usará para capturar y 'precipitar' la pareja de unión a una proteína mediante la unión a una perla de celulosa, 
agarosa o níquel. Después de la elución del complejo mediante el uso del tampón de carga SDS-PAGE o, 
alternativamente, la elución de analito competitiva, el complejo se visualiza mediante una corrida en un gel SDS-PAGE 
y mediante el uso de métodos de detección de Análisis de transferencia Western. Los métodos conocidos en la técnica 15 
para realizar ensayos de unión se describen en Einarson, M.B. and Orlinick, J.R., "Identification of Protein-Protein 
Interactions with Glutathione S-Transferase Fusion Proteins" In Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp. 37-57 (2002), Einarson, M.B. Detection of Protein-Protein 
Interactions Using the GST Fusion Protein Pulldown Technique. En Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ra 
Edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, pp.18.55-18.59 (2001), y Vikis, H.G. and Guan, K.L. Glutathione-S-20 
Transferase-Fusion Based Assays for Studying Protein-Protein Interactions. En Protein-Protein Interactions, Methods 
and Applications, Methods in Molecular Biology, 261, Fu, H. Ed. Humana Press, Totowa, N.J., pp. 175-186 (2004). 
 
Las interacciones y la afinidad de proteínas y péptidos pueden evaluarse mediante el uso de la tecnología de 
resonancia de plasmones superficiales que permite medir estas interacciones en tiempo real (disponible a través de 25 
BIAcore). Este enfoque tiene la ventaja de detectar las interacciones de proteínas de baja afinidad. La resonancia de 
plasmones superficiales se basa en un fenómeno óptico que se usa para medir los cambios en la concentración de la 
solución de moléculas en una superficie bioespecífica. Esta señal surge en películas metálicas delgadas en 
condiciones de reflexión interna total. Esta señal depende del índice de refracción de las soluciones en contacto con 
la superficie. Las moléculas en solución exhiben cambios en el índice de refracción y, por lo tanto, dan lugar a una 30 
señal medible si se produce una interacción bioespecífica. Típicamente, la proteína se inmoviliza mediante uno de 
diversos métodos posibles sobre una superficie carboximetilada de dextrano-oro. El péptido de interacción de interés 
se inyecta sobre la superficie y se mide la cinética de unión en tiempo real. Los métodos conocidos en la técnica para 
realizar ensayos de unión se describen en Schuck, P., "Reliable determination of binding affinity and kinetics using 
surface plasmon resonance biosensors", Currrent Opinion in Biotechnology, 8(4):498-502 (1997), y Zhang, X., 35 
Oglesbee, M. "Use of surface plasmon resonance for the measurement of low affinity binding interactions between 
HSP72 and measles virus nucleocapsid protein." Biological Procedures Online. 5(1): 170-181 (2003). 
 
Ensayos Funcionales 
 40 
Para determinar si los péptidos miméticos son capaces de bloquear la apertura de los hemicanales pueden usarse 
ensayos funcionales. La línea celular de cáncer cervical humano HeLa se transfectó de manera estable con Cx43, 
Cx45 u otra conexina de interés particular. Las células se incubaron en una solución cero calcio (HBSS-HEPES que 
contiene EGTA 1 mM), que se ha demostrado que activa a los hemicanales de conexina (Ver Braet, K., y otros, 
"Pharmacological sensitivity of ATP release triggered by photoliberation of inositol-1,4,5-tibphosphate and zero 45 
extracellular calcium in brain endothelial cells. Journal of Cellular Physiology", 197(2): p. 205-213 (2003), DeVries, S.H. 
and EA. Schwartz, "Hemi-gap-junction channels in solitary horizontal cells of the catfish retina." Journal of Physiology, 
445: p. 201-230 (1992), y Li, H., y otros, Properties and regulation of gap junctional hemichannels in the plasma 
membranes of cultured cells. Journal of Cell Biology, 134(4): p. 1019-1030 (1996)). Después, las células se incubaron 
durante 30 minutos en una solución de HBSS-HEPES que contiene EGTA 1 mM y yoduro de propidio 2 mM. El yoduro 50 
de propidio es un colorante fluorescente que es impermeable a las membranas, pero debido a su pequeño peso 
molecular es capaz de entrar a través de los hemicanales. La absorción de yoduro de propidio se determinará mediante 
microscopía de fluorescencia. Las células se incubarán con yoduro de propidio en presencia de los péptidos miméticos 
para determinar si estos pueden evitar la absorción de colorantes. 
 55 
Polinucleótidos y ácidos nucleicos inhibidores de conexina 
 
Los compuestos antisentido pueden usarse, además, en ciertas modalidades. Los compuestos antisentido incluyen 
polinucleótidos tales como desoxinucleótidos antisentido, nucleótidos de morfolino, ARNi y desoxirribozimas dirigidos 
a isoformas específicas de conexina que resultan en una traducción reducida de la isoforma de la proteína e interfieren 60 
con la función de las uniones de intersticio. La administración de estos compuestos antisentido resulta en la reducción 
de la comunicación célula-célula mediada por la unión de intersticio en el sitio en el cual se regula negativamente la 
expresión de conexina. 
 
Los compuestos antisentido, por ejemplo, se han usado para la modulación de la expresión de los genes implicados 65 
en enfermedades virales, fúngicas y metabólicas. La patente de los EE.UU. Núm. 5.166.195, propone oligonucleótidos 
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inhibidores del HIV. La patente de los EE.UU. Núm. 5,004,810 propone oligómeros para hibridar con el ARNm del 
virus del herpes simple Vmw65 e inhibir la replicación. 
 
Se describen compuestos antisentido, que incluyen los oligonucleótidos, para usar con el propósito de modular la 
función de las moléculas de ácido nucleico que codifican las conexinas, lo que modula finalmente la cantidad de 5 
conexinas producidas. Esto se logra proporcionando, por ejemplo, oligonucleótidos que hibridan específicamente con 
ácidos nucleicos, preferentemente ARNm, codificantes de conexinas. 
 
Un oligonucleótido o polinucleótido antisentido puede, por ejemplo, hibridarse con todo o parte de un ARNm de 
conexina. Típicamente, el polinucleótido antisentido hibrida con la región de unión al ribosoma o con la región 10 
codificante del ARNm de conexina. El polinucleótido puede ser complementario a todo o a una región de un ARNm de 
conexina. Por ejemplo, el polinucleótido puede ser el complemento exacto de todo o una parte del ARNm de conexina. 
El polinucleótido antisentido puede inhibir la transcripción y/o la traducción de conexina. Preferentemente, el 
polinucleótido es un inhibidor específico de la transcripción y/o la traducción del gen de conexina, y no inhibe la 
transcripción y/o la traducción de otros genes. El producto puede unirse al gen de conexina o al ARNm ya sea (i) 5' a 15 
la secuencia codificante, y/o (ii) a la secuencia codificante, y/o (iii) 3' a la secuencia codificante. Generalmente, el 
polinucleótido antisentido hará que se reduzca la expresión de ARNm y/o proteína de conexina en una célula. El 
polinucleótido antisentido es, generalmente, antisentido para el ARNm de conexina. Tal polinucleótido puede ser capaz 
de hibridarse con el ARNm de conexina y puede inhibir la expresión de conexina mediante la interferencia con uno o 
más aspectos del metabolismo del ARNm de conexina, que incluye la transcripción, el procesamiento de ARNm, el 20 
transporte de ARNm desde el núcleo, la traducción o la degradación del ARNm. El polinucleótido antisentido, 
típicamente, hibrida con el ARNm de conexina para formar un dúplex que puede causar inhibición directa de la 
traducción y/o desestabilización del ARNm. Tal dúplex puede ser susceptible a la degradación por nucleasas. 
 
La hibridación de oligonucleótidos antisentido con el ARNm interfiere con una o más de las funciones normales del 25 
ARNm. Las funciones del ARNm a interferirse incluyen todas las funciones vitales tales como, por ejemplo, la 
translocación del ARN al sitio de traducción de proteína, la traducción de la proteína a partir del ARN, el empalme del 
ARN para producir una o más especies de ARNm, y la actividad catalítica que puede asociarse al ARN. La unión de 
proteínas específicas al ARN puede interferirse, además, mediante la hibridación del oligonucleótido antisentido al 
ARN. 30 
 
El efecto general de la interferencia con la función del ARNm es la modulación de la expresión de conexina. En el 
contexto de esta invención, la "modulación" incluye inhibición o estimulación; es decir, una disminución o un aumento 
en la expresión. Esta modulación puede medirse de formas que son rutinarias en la técnica, por ejemplo, mediante 
ensayos de transferencia Northern de la expresión del ARNm, o PCR de transcriptasa inversa, como se enseña en los 35 
ejemplos de la aplicación instantánea o mediante transferencia Western o ensayo ELISA de expresión de proteínas, 
o mediante un ensayo de inmunoprecipitación de expresión de proteínas. Los efectos sobre la proliferación celular o 
el crecimiento de células tumorales pueden medirse, además, como se muestra en los ejemplos de la aplicación 
instantánea. Actualmente se prefiere la inhibición. 
 40 
Una vez que se han identificado el sitio o los sitios diana, se eligen oligonucleótidos que son suficientemente 
complementarios a la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente especificidad, para proporcionar 
la modulación conveniente. Los ácidos nucleicos antisentido (ADN, ARN, modificados, análogos y similares) pueden 
prepararse mediante el uso de cualquier método adecuado para producir un ácido nucleico. Los oligodesoxinucleótidos 
dirigidos a otras proteínas de conexina pueden seleccionarse en términos de su secuencia de nucleótidos mediante 45 
cualquier enfoque reconocido en la técnica, tal como, por ejemplo, los programas informáticos MacVector y OligoTech 
(de Oligos, etcétera) Eugene, Oregon, EE.UU.). El equipo para tal síntesis está disponible a través de numerosos 
proveedores, que incluyen MacVector y OligoTech (de Oligos, etcétera, Eugene, Oregón, EE.UU.). Para los métodos 
generales relacionados con los polinucleótidos antisentido, ver Antisense RNA and DNA, D. A. Melton, Ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988)). Ver, además, Dagle y otros, Nucleic Acids Research, 19: 1805 50 
(1991). Para la terapia antisentido, ver, por ejemplo, Uhlmann y otros, Chem. Reviews, 90: 543-584 (1990). 
Típicamente, al menos una porción de la secuencia de nucleótidos se conoce para conexinas en las que la inhibición 
de la expresión es conveniente. Las dianas de polinucleótidos pueden identificarse adicionalmente mediante técnicas 
de caminata génica y caminata de PCR. Tales enfoques para la identificación de secuencias de polinucleótidos 
desconocidas adyacentes a secuencias de nucleótidos conocidas, son bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, 55 
Parker J.D., y otros, Nucleic Acids Res 19:3055-60 (1991) para una descripción de caminata de PCR). 
Preferentemente, un compuesto antisentido se dirige a uno o más isotipos específicos de conexina. Los isotipos de 
conexina particulares pueden seleccionarse, por ejemplo, en base a su expresión temporal o espacial. Las uniones de 
intersticio se expresan en los tejidos vasculares y, en determinados casos descritos, se seleccionan los isotipos de 
conexina expresados en los tejidos vasculares (por ejemplo, en las células endoteliales). Ver Camelliti P. y otros, 60 
Cardiovasc. Res. 62: 414 - 425 (2004). Se ha informado que las células endoteliales, las células endoteliales 
progenitoras, y las células del músculo liso expresan las conexinas 37, 40, 43 y 45. Ver De Wit, (2004); Haefliger y 
otros, (2004), Sohl and Willecke, (2004), y Szmitko y otros, (2003). Además, se ha informado que la conexina 43 está 
regulada positivamente en los vasos sanguíneos adyacentes a los sitios de heridas. Qiu C y otros, Current Biology, 
13: 1967 - 1703 (2003). 65 
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En otros casos descritos, se seleccionan otros isotipos. Los isotipos específicos de conexinas que pueden 
seleccionarse mediante los compuestos antisentido incluyen, sin limitación, 45, 43, 37, 31.1, 26 y otros descritos en la 
presente descripción. En determinados casos, el compuesto anticonexina se dirige a la conexina 43, 45 y/o 40, y en 
otros el compuesto anticonexina se dirige a la conexina 7, 32 y/o 26. Puede seleccionarse una o más de una conexina. 
En determinadas modalidades, un compuesto anticonexina se dirige a más de una conexina (por ejemplo, conexina 5 
43 y conexina 45). En otras modalidades, se incluye más de un compuesto anticonexina en una formulación o 
composición (por ejemplo, una composición farmacéutica). Cualquier conexina puede seleccionarse mediante uno o 
más de un compuesto anticonexina descritos en la presente descripción, conocidos en la técnica, o descubiertos más 
tarde. 
 10 
Se prefiere, pero no se requiere, que las conexinas seleccionadas sean humanas. Una conexina puede, por ejemplo, 
tener una secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de las SEQ ID NOs:12-31. En determinados casos descritos, 
los compuestos antisentido se dirigen al menos a 8 bases nucleotídicas de una molécula de ácido nucleico codificante 
de una conexina que tiene una secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de las SEQ ID NOs:12-31. 
 15 
Las conexinas dianas variarán en dependencia del tipo de tejido a ser modificado genéticamente o remodelado y la 
secuencia precisa del polinucleótido antisentido dependerá de la proteína conexina diana. La proteína o proteínas 
conexinas seleccionadas mediante los oligonucleótidos dependerán del sitio al que se dirige la regulación negativa. 
Esto refleja la composición no uniforme de la(s) unión(es) de intersticio en diferentes sitios en todo el cuerpo, en 
términos de la composición de subunidades de conexina. Sin embargo, algunas proteínas conexina son más ubicuas 20 
que otras en términos de la distribución en el tejido. Como se describe en la presente descripción, 
 
Los oligonucleótidos, ya sean solos o en combinación, pueden dirigirse hacia las conexinas 45, 43, 26, 37, 30 y/o 31.1 
(por ejemplo, ver las SEQ. ID. NOS: 12-31) que son adecuadas para la aplicación del remodelado o transformación 
de la córnea. En un aspecto de la invención, los oligodesoxinucleótidos pueden ser oligómeros de fosfodiéster no 25 
modificados. En otro aspecto de la invención, los polinucleótidos pueden ser monocatenarios o bicatenarios. 
 
En determinados ejemplos no limitantes, los compuestos antisentido se dirigen a regiones específicas de una molécula 
de ARNm o pre-ARNm de conexina, que incluye los exones, intrones, sitios de empalme de ARNm (uniones exón-
exón o intrón-exón), la región 5' no traducida, y la región 3' no traducida. 30 
 
Además, se contempla que los oligonucleótidos dirigidos a proteínas conexina separadas pueden usarse en 
combinación (por ejemplo, pueden seleccionarse una, dos, tres, cuatro o más conexinas diferentes). Por ejemplo, los 
ODN destinados a la conexina 45, y uno o más miembros de la familia de conexina (tal como conexina 43, 26, 30, 
31.1, 37 y 43) pueden usarse en combinación. Además, se contempla que los polinucleótidos antisentido individuales 35 
pueden ser específicos para una conexina particular, o pueden dirigirse a 1, 2, 3 o más conexinas diferentes. Los 
polinucleótidos específicos generalmente se dirigirán a secuencias en el gen o ARNm de conexina que no son 
conservadas entre conexinas, mientras que los polinucleótidos no específicos se dirigirán a secuencias conservadas. 
Por lo tanto, en determinados casos descritos, los compuestos antisentido se dirigen al menos a 8 bases nucleotídicas 
de una molécula de ácido nucleico codificante de conexina 26 humana, conexina 30, conexina 31.1, conexina humana 40 
37, conexina 43, conexina 45, en donde dicho compuesto antisentido inhibe la expresión de una proteína conexina 
humana en células asociadas con el ojo de dicho paciente. 
 
En determinados casos descritos, las moléculas de ácido nucleico correspondientes a una conexina tienen una 
secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de las SEQ. ID NOS:12-31 que se incluyen en la lista de secuencias 45 
de esta aplicación (correspondiente a los complementos que incluyen, por ejemplo, las porciones de ADNc codificantes 
de una proteína conexina, etcétera). En determinadas modalidades, las composiciones se dirigen a dos o más 
proteínas conexina humana e inhiben la expresión de dos o más proteínas conexina humana. En determinadas 
modalidades adicionales, los compuestos antisentido son oligonucleótidos antisentido. Los oligonucleótidos 
antisentido ilustrativos para conexina 43 incluyen GTA ATT GCG GCA AGA AGA ATT GTT TCT GTC (SEQ ID NO: 50 
1); GTA ATT GCG GCA GGA GGA ATT GTT TCT GTC (SEQ ID NO: 2); y GGC AAG AGA CAC CAA AGA CAC TAC 
CAG CAT (SEQ ID NO: 3). Un ejemplo de un oligonucleótido antisentido para conexina 26 tiene la secuencia TCC 
TGA GCA ATA CCT AAC GAA CAA ATA (SEQ ID NO: 4). Los oligonucleótidos antisentido ilustrativos para conexina 
37 seleccionados incluyen 5' CAT CTC CTT GGT GCT CAA CC 3' (SEQ ID NO: 5) y 5' CTG AAG TCG ACT TGG CTT 
GG 3' (SEQ ID NO: 6). Los oligonucleótidos antisentido ilustrativos para conexina 30 seleccionados incluyen 5'CTC 55 
AGA TAG TGG CCA GAA TGC 3' (SEQ ID NO: 7) y 5' TTG TCC AGG TGA CTC CAA GG 3' (SEQ ID NO: 8). Los 
oligonucleótidos antisentido ilustrativos para conexina 31.1 seleccionados incluyen 5' CGT CCG AGC CCA GAA AGA 
TGA GGT C 3'( SEQ ID NO: 9); 5' AGA GGC GCA CGT GAG ACA C 3' (SEQ ID NO: 10); y 5' TGA AGA CAA TGA 
AGA TGT T 3'(SEQ ID NO: 11). 
 60 
En una modalidad adicional, los oligodesoxinucleótidos seleccionados de las siguientes secuencias son 
particularmente adecuados para regular negativamente la expresión de conexina 43: 
 
5' GTA ATT GCG GCA AGA AGA ATT GTT TCT GTC 3' (SEQ ID NO: 1) 
5', GTA ATT GCG GCA GGA GGA ATT GTT TCT GTC 3'; y (SEQ ID NO: 2) 65 
5' GGC AAG AGA CAC CAA AGA CAC TAC CAG CAT 3' (SEQ ID NO: 3) 
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Aún en otro caso descrito, los oligodesoxinucleótidos seleccionados del grupo de las siguientes secuencias son 
particularmente adecuados para las conexinas 26, 37, 30 y 31.1: 
 
5' TCC TGA GCA ATA CCT AAC GAA CAA ATA 3' (conexina 26) (SEQ ID NO: 4) 
5' CAT CTC CTT GGT GCT CAA CC 3' (conexina 37) (SEQ ID NO: 5) 5 
5' CTG AAG TCG ACT TGG CTT GG 3' (conexina 37) (SEQ ID NO: 6) 
5' CTC AGA TAG TGG CCA GAA TGC 3' (conexina 30) (SEQ ID NO: 7) 
5' TTG TCC AGG TGA CTC CAA GG 3' (conexina 30) (SEQ ID NO: 8) 
5' CGT CCG AGC CCA GAA AGA TGA GGT C 3'(conexina 31.1) (SEQ ID NO: 9) 
5' AGA GGC GCA CGT GAG ACA C 3' (conexina 31.1) (SEQ ID NO: 10) 10 
5' TGA AGA CAA TGA AGA TGT T 3' (conexina 31.1) (SEQ ID NO: 11) 

 
Los compuestos antisentido descritos en la presente descripción generalmente comprenden de aproximadamente 8 a 
aproximadamente 40 bases nucleotídicas (es decir, de aproximadamente 8 a aproximadamente 40 nucleósidos 
unidos), y más típicamente aquellos que comprenden de aproximadamente 12 a aproximadamente 40 bases 15 
nucleotídicas, e incluso más típicamente aproximadamente 30 bases nucleotídicas. Los compuestos antisentido que 
comprenden polinucleótidos pueden tener al menos aproximadamente 40, por ejemplo, al menos aproximadamente 
60 o al menos aproximadamente 80, nucleótidos de longitud y hasta 100, 200, 300, 400, 500, 1000, 2000 o 3000 o 
más nucleótidos de longitud. Los compuestos antisentido adecuados incluyen, por ejemplo, un ODN de 30 mer. 
 20 
En determinados casos descritos, los compuestos antisentido se dirigen al menos aproximadamente a 8 bases 
nucleotídicas de una molécula de ácido nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de bases 
nucleotídicas seleccionada de las SEQ ID NOS:12-31. En otro caso descrito, el compuesto antisentido se dirige al 
menos a aproximadamente 10, al menos aproximadamente 12, al menos aproximadamente 14, al menos 
aproximadamente 16, al menos aproximadamente 18, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25, 25 
al menos aproximadamente 30, y al menos aproximadamente 35 bases nucleotídicas de una molécula de ácido 
nucleico que codifica una conexina que tiene una secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de las SEQ ID 
NOS:12-31. El tamaño de los compuestos antisentido, que incluye los oligonucleótidos dirigidos a entre al menos 
aproximadamente 8 y 35 bases nucleotídicas de una molécula de ácido nucleico que codifica una conexina humana, 
puede ser de 8 bases nucleotídicas de longitud o más, entre 8 y 100 bases nucleotídicas, entre ocho y 50 bases 30 
nucleotídicas, entre ocho y 40 bases nucleotídicas, entre 10 y 50 bases nucleotídicas, entre 12 y 50 bases 
nucleotídicas, entre 14 y 50 bases nucleotídicas, entre 16 y 50 bases nucleotídicas, entre 18 y 50 bases nucleotídicas, 
entre 20 y 50 bases nucleotídicas, entre 25 y 50 bases nucleotídicas, entre 15 y 35 bases nucleotídicas de longitud, y 
similares. Otros compuestos antisentido útiles en la invención pueden tener un tamaño más pequeño o más grande, 
por ejemplo, que tengan más de 100 bases nucleotídicas de longitud. 35 
 
Los compuestos antisentido incluyen, sin limitación, oligonucleótidos antisentido (ODN), polinucleótidos antisentido, 
desoxirribozimas, oligonucleótidos de morfolino, moléculas de ARNi o análogos de estas, moléculas de siARN o 
análogos de estas, moléculas de PNA o análogos de estas, ADNzimas o análogos de estas, pequeños ARN nucleares 
U1 mutados en el extremo 5' y análogos de estos. 40 
 
Como se describe en la presente descripción, el compuesto antisentido puede incluir el uso de oligodesoxinucleótidos 
(ODN). Los ODN generalmente tienen una longitud de aproximadamente 20 nucleótidos y actúan mediante la 
hibridación con pre-ARNm y ARNm para producir un sustrato para la ribonucleasa H (RNasa H), que degrada 
específicamente la cadena de ARN de los dúplex de ARN-ADN formados. Si se modifica de una manera para evitar 45 
la acción de la ARNasa H, los ODN pueden inhibir la traducción del ARNm a través del impedimento estérico, o 
mediante la inhibición del empalme de los pre-mRNA. Los ODN y las modificaciones de estos se han usado para 
dirigirse a los dsDNA para la inhibición de la transcripción mediante la formación de hélices triple. El ODN puede 
obtenerse mediante los métodos reconocidos en la técnica de síntesis automatizada y es relativamente sencillo 
obtener los ODN de cualquier secuencia y bloquear la expresión génica mediante el apareamiento de bases 50 
antisentido. 
 
En determinados aspectos, la cadena principal del fosfodiéster de los ODN puede modificarse para aumentar su 
eficacia como agentes específicos de la diana para bloquear la expresión génica. Estas modificaciones de la cadena 
principal se desarrollaron para mejorar la estabilidad de los ODN y para mejorar su absorción celular. La modificación 55 
más ampliamente usada es una en la que el oxígeno que no forma puente se reemplaza por un átomo de azufre, lo 
que crea los ODN de fosforotioato. Al menos un ODN de fosforotioato se aprobó por la FDA, y numerosos otros ODN 
antisentido de fosforotioato se encuentran en etapas iniciales de ensayos clínicos para una diversidad de cánceres y 
enfermedades inflamatorias. 
 60 
Los mecanismos de acción de los ODN con respecto al bloqueo de la función génica varían en dependencia de la 
cadena principal del ODN (Branch, A. D. Hepatology 24, 1517-1529 (1996); Dias, N. and Stein, C. A. Mol. Cancer Thor. 
1,347-355 (2002); Stein, C.A. and Cohen, J. S., Cancer Res. 48, 2659-2668 (1988); Zon, G. Ann. N.Y. Acad Sci., 616, 
161-172 (1990). Los ODN con carga neta negativa, tales como los fosfodiésteres y los fosforotioatos, provocan como 
respuesta la escisión del ARNm diana mediada por la ARNasa H. Otras modificaciones de la cadena principal que no 65 
reclutan la ARNasa H, debido a su falta de carga o al tipo de hélice formada con el ARN diana, pueden clasificarse 
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como ODN de impedimento estérico. Los miembros más usados de este último grupo incluyen morfolinos, U-O-metilos, 
2"-O-alilo|s, ácidos nucleicos bloqueados y ácidos nucleicos peptídicos (PNA). Estos ODN pueden bloquear el 
empalme, la traducción, el transporte y la traslación del núcleo al citoplasma, entre otras dianas de inhibición. 
 
En otro aspecto, la modulación de la expresión de conexina implica el uso de ribozimas. Las ribozimas son moléculas 5 
de ARN que actúan como enzimas, incluso en ausencia total de proteínas. Tienen la actividad catalítica de romper y/o 
formar enlaces covalentes con extraordinaria especificidad, lo que acelera de esta manera las velocidades naturales 
de las reacciones dirigidas en muchos órdenes de magnitud. 
 
Las ribozimas se unen al ARN a través del apareamiento de bases de Watson - Crick y actúan para degradar el ARN 10 
diana mediante la catálisis de la hidrólisis de la cadena principal del fosfodiéster. Hay numerosas clases diferentes de 
ribozimas, la ribozima 'cabeza de martillo' es la más ampliamente estudiada. Como su nombre lo indica, la ribozima 
cabeza de martillo forma una estructura secundaria única cuando se hibrida con su ARNm diana. Los residuos 
importantes catalíticamente dentro de la ribozima están flanqueados por secuencias complementarias a la diana que 
flanquean el sitio de escisión del ARN diana. La escisión por una ribozima requiere iones divalentes, tales como el 15 
magnesio, y además, depende de la estructura y la accesibilidad del ARN diana. La localización conjunta de una 
ribozima con un ARN diana dentro de la célula mediante el uso de señales de localización aumenta en gran medida 
su eficiencia de silenciamiento. Las ribozimas cabeza de martillo son lo suficientemente cortas como para sintetizarse 
químicamente o pueden transcribirse a partir de vectores, lo que permite la producción continua de ribozimas dentro 
de las células. 20 
 
La capacidad del ARN para servir como un catalizador se demostró por primera vez para el intrón del grupo I de auto-
empalme de Tetrahymena thermophila y la porción de ARN de la ARNasa. Después del descubrimiento de estas dos 
enzimas de ARN, se descubrió que la catálisis mediada por ARN se asocia con los intrones del grupo II de auto-
empalme de las mitocondrias de levadura, hongos y plantas (así como también de los cloroplastos), ARN viroides y 25 
virusoides monocatenarios de plantas, virus de la hepatitis delta y un ARN satélite de la mitocondria de Neurospora 
crassa. Las ribozimas se producen de forma natural, pero además, pueden diseñarse artificialmente para la expresión 
y el direccionamiento de secuencias específicas en cis (en la misma cadena de ácido nucleico) o trans (un ácido 
nucleico unido de forma no covalente). Se están desarrollando nuevas actividades bioquímicas mediante el uso de 
protocolos de selección in vitro, así como también mediante la generación de nuevos motivos de ribozima que actúan 30 
sobre sustratos distintos al ARN. 
 
El intrón del grupo I de T. thermophila fue la primera ribozima de escisión en cis en convertirse en una forma de 
reacción en trans, a la que nos referimos como un intrón/ribozima, por lo que es útil tanto en la investigación genómica 
y como un posible producto terapéutico. En la reacción de empalme en trans, puede cambiarse un exón defectuoso 35 
de un ARNm seleccionado por un exón correcto que se une covalentemente al intrón/ribozima. Esto ocurre a través 
de una reacción de empalme en la que el exón unido al intrón es posicionado mediante el apareamiento de bases con 
el ARNm diana de manera que pueda unirse covalentemente al extremo 5" del transcrito diana en una reacción de 
transesterificación. Esta reacción se ha usado para empalme en trans de secuencias de tipo silvestre en los transcritos 
de globina de células falciforme y en transcritos mutantes de p53 y en el reemplazo de los tripletes expandidos en el 40 
3"-UTR de los transcritos de la proteína quinasa en un alelo de distrofia miotónica. 
 
La endorribonucleasa ARNasa P se encuentra en los organismos de toda la naturaleza. Esta enzima tiene ARN y uno 
o más componentes proteicos en dependencia del organismo del que se aísla. El componente de ARN de las enzimas 
de Escherichia coli y Bacillus subtilis pueden actuar como un agente de escisión sitio específico en ausencia de la 45 
proteína mediadora, de determinadas condiciones salinas e iónicas. Los estudios de los requisitos de sustrato para 
las enzimas humanas y bacterianas demostraron que los sustratos mínimos para cualquiera de las enzimas se 
asemejan a un segmento de una molécula de ARN de transferencia. Esta estructura puede imitarse por los ARN 
antisentido diseñados excepcionalmente, que se aparean con el ARN diana, y sirven como sustratos para la escisión 
sitio específica mediada por RNAasa P, tanto en el tubo de ensayo como en las células. Además, se demostró que el 50 
componente antisentido puede unirse covalentemente al ARN de la RNAasa P, de esta manera dirige la enzima 
solamente al ARN diana de interés. Los investigadores tomaron ventaja de esta propiedad en el diseño de los ARN 
antisentido, que se aparean con los ARNm de interés para estimular la escisión sitio específica de la diana y para la 
inhibición dirigida tanto del virus del herpes simple como del citomegalovirus en cultivo celular. 
 55 
Numerosos ARN patógenos de plantas pequeñas (viroides, ARN satélite y virusoides), un transcrito de un plásmido 
de ADN mitocondrial de N. crassa y el virus de la hepatitis delta animal experimentan una reacción de autoescisión in 
vitro en ausencia de proteína. Las reacciones requieren pH neutro y Mg2+. La reacción de auto escisión es una parte 
integral del mecanismo de replicación in vivo de círculo rodante. Estos ARN auto-escindidos pueden subdividirse en 
grupos en dependencia de la secuencia y de la estructura secundaria formada alrededor del sitio de escisión. Las 60 
ribozimas pequeñas se han derivado de un motivo que se encuentra en los ARN viroides y virusoides monocatenarios 
de plantas. Sobre la base de una estructura secundaria compartida y un conjunto conservado de nucleótidos, el término 
"cabeza de martillo" se ha dado a un grupo de este dominio de auto escisión. La ribozima cabeza de martillo está 
compuesta por 30 nucleótidos. La simplicidad del dominio catalítico de cabeza de martillo lo ha convertido en una 
opción popular en el diseño de ribozimas que actúan en trans. Mediante el uso del apareamiento de bases de Watson-65 
Crick, la ribozima cabeza de martillo puede diseñarse para escindir cualquier ARN diana. Los requisitos en el sitio de 
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escisión son relativamente simples, y prácticamente cualquier motivo de secuencia UH (donde H es U, C o A) puede 
ser seleccionado. 
 
Un segundo motivo de auto-escisión derivado de plantas, inicialmente identificado en la cadena negativa del ARN 
satélite del mosaico del tabaco, se ha denominado "horquilla" o "clip de papel." Las ribozimas de horquilla escinden 5 
sustratos de ARN en una reacción reversible que genera extremos 2", fosfato cíclico Y y 5" -hidroxT1, versiones 
modificadas genéticamente de este motivo catalítico, además, escinden y eliminan múltiples copias de una diversidad 
de dianas en trans. Los requisitos de sustrato para la horquilla incluyen un GUC, con una escisión que ocurre 
inmediatamente en dirección 5' de la G. La ribozima de horquilla, además, cataliza una reacción de ligación, aunque 
se usa con más frecuencia para reacciones de escisión. 10 
 
Ha habido numerosas aplicaciones de ribozimas de cabeza de martillo y horquilla en las células para regular 
negativamente dianas celulares y virales específicas. Haseloff y Gerlach diseñaron un motivo cabeza de martillo 
(Haseloff and Gerlach; Nature. Aug 18; 334(6183): 585-91 (1988)) que puede diseñarse para escindir cualquier diana 
mediante la modificación de los brazos que se aparean con la diana correcta. Ramemzani y otros demostraron que 15 
este motivo de la ribozima cabeza de martillo tenía aplicaciones terapéuticas potenciales en un estudio en el que había 
una inhibición virtual completa de la expresión y replicación de genes virales mediante el uso de células modificadas 
genéticamente para expresar una ribozima gag anti-virus de inmunodeficiencia humana (HIV) (Ramezani A. y otros, 
Frontiers in Bioscience 7:a, 29-36; (2002)). 
 20 
En otro aspecto, la modulación de la expresión de conexina implica el uso de ADN catalíticos (o ADNzimas). Se han 
desarrollado pequeños ADN capaces de escindir específicamente el sitio de ARN diana a través de la evolución in 
vitro (ya que no se conocen enzimas de ADN en la naturaleza). Se identificaron dos motivos catalíticos diferentes, con 
diferentes especificidades del sitio de escisión. Las 10-20 enzimas usadas más comúnmente se unen a sus sustratos 
de ARN a través del apareamiento de bases de Watson-Crick y escinden el ARN diana específicamente en un sitio, al 25 
igual que las ribozimas cabeza de martillo y horquilla, lo que resulta en extremos 2; 3" fosfato cíclico y 5"-OH. La 
escisión de los ARNm diana resulta en su destrucción y las ADNzimas se reciclan y escinden múltiples sustratos. Los 
ADN catalíticos son relativamente baratos de sintetizar y tienen buenas propiedades catalíticas, lo que los convierte 
en sustitutos útiles del ADN antisentido o las ribozimas. 
 30 
Se han publicado numerosas aplicaciones de ADNzimas en cultivo celular, que incluyen la inhibición de FmRNA veg 
y la consiguiente prevención de la angiogénesis, y la inhibición de la expresión del transcrito de fusión bcr/abl 
característico de la leucemia mielógena crónica. Los ADN catalíticos pueden suministrarse de manera exógena, y 
pueden modificarse su cadena principal para optimizar el suministro sistémico en ausencia de un vehículo. 
 35 
En otro aspecto de la presente invención, la modulación del gen constitutivo de conexina 43 implica el uso de 
oligonucleótidos que tienen estructuras de la cadena principal de morfolino. Summerton, J.E. and Weller, D.D. patente 
de los EE.UU. Núm. 5,034,506. 
 
En otro aspecto de la invención, los polinucleótidos antisentido pueden modificarse químicamente para mejorar su 40 
resistencia a las nucleasas y aumentar la eficacia de la entrada a la célula. Por ejemplo, pueden usarse 
oligonucleótidos de cadena principal mezcladas (MBO) que contienen segmentos de oligodesoxinucleótidos de 
fosforotioato y segmentos de oligodeoxi u oligoribonucleótidos modificados colocados apropiadamente. Los MBO 
tienen segmentos de enlaces de fosforotioato y otros segmentos de otros oligonucleótidos modificados, tales como 
metilfosfonatos, fosforamidatos, fosforoditioatos, fosforamidatos de N3'P5' y fosforotioatos de oligoribonucleótidos y 45 
sus análogos de 2'-O-alquil y de 2'-O-metilribonucleótido metilfosfonatos, que son no iónicos, y muy resistentes a las 
nucleasas o los 2'-O-alquiloligoribonucleótidos. 
 
Como se sabe en la técnica, un nucleósido es una combinación de base nucleotídica y azúcar. La porción de base 
nucleotídica del nucleósido es normalmente una base heterocíclica. Las dos clases más comunes de tales bases 50 
heterocíclicas son las purinas y las pirimidinas. Los nucleótidos son nucleósidos que además incluyen un grupo fosfato 
unido covalentemente a la porción de azúcar del nucleósido. Para aquellos nucleósidos que incluyen un azúcar 
pentofuranosilo, el grupo fosfato puede unirse a cualquiera de las porciones hidroxilo 2', 3' o 5' del azúcar. Al formar 
oligonucleótidos, los grupos fosfato unen covalentemente los nucleósidos adyacentes entre sí para formar un 
compuesto polimérico lineal. A su vez, los extremos respectivos de esta estructura polimérica lineal pueden unirse 55 
posteriormente para formar una estructura circular, sin embargo, generalmente se prefieren estructuras lineales 
abiertas. Dentro de la estructura del oligonucleótido, los grupos fosfato se denominan comúnmente en la medida que 
forman la cadena principal internucleosídica del oligonucleótido. El enlace o cadena principal normal del ARN y el ADN 
es un enlace fosfodiéster 3' a 5'. 
 60 
Los compuestos antisentido útiles en esta invención pueden incluir oligonucleótidos que contienen cadenas principales 
modificadas o enlaces internucleosídicos no naturales. Los oligonucleótidos que tienen cadenas principales 
modificadas incluyen aquellos que retienen un átomo de fósforo en la cadena principal y aquellos que no tienen un 
átomo de fósforo en la cadena principal. En el contexto de esta invención, los oligonucleótidos modificados que no 
tienen un átomo de fósforo en su cadena principal internucleosídica pueden, además, considerarse oligonucleósidos. 65 
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Los compuestos antisentido con cadenas principales de oligonucleótidos modificados útiles en esta invención pueden 
incluir, por ejemplo, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres, 
metil y otros alquilfosfonatos que incluyen fosfonatos de alquileno 3' y fosfonatos quirales, fosfinatos, -fosforamidatos 
que incluyen 3'-amino fosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos, tionoalquilfosfonatos, 
tionoalquilfosfotriésteres, y boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, enlaces 2'-5' análogos de estos, y 5 
aquellos que tienen polaridad invertida, en donde los pares de unidades de nucleósidos adyacentes son enlaces 3'-5' 
a 5'-3' o 2'-5' a 5'-2'. Además, se incluyen diversas sales, sales mixtas y formas de ácido libre. 
 
En un aspecto, se contempla que las cadenas principales de oligonucleótidos modificados que no incluyen un átomo 
de fósforo contengan cadenas principales formadas por enlaces internucleosídicos de alquilo o cicloalquilo de cadena 10 
corta, heteroátomo mixto y enlaces internucleosídicos de alquilo o cicloalquilo, o uno o más enlaces internucleosídicos 
heterocíclicos o heteroatómicos de cadena corta. Estos incluyen aquellos que tienen enlaces morfolino (formados en 
parte por la porción de azúcar de un nucleósido); cadena principal de siloxano; cadena principal de sulfuro, sulfóxido 
y sulfona; cadena principal de formacetil y tioformacetil; cadena principal de metileno formacetil y tioformacetil; cadena 
principal que contienen alquenos; cadena principal de sulfamato; cadena principal de metilenimino y metilenhidrazino; 15 
cadena principal de sulfonato y sulfonamida; cadena principal de amida; y otros que tienen partes componentes mixtos 
de N, O, S y CH2. 
 
En un aspecto, se contempla que los oligonucleótidos miméticos, tanto el azúcar como el enlace internucleosídico, es 
decir, la cadena principal de las unidades de nucleótidos, se sustituyan con grupos novedosos. Las unidades de base 20 
nucleotídica se mantienen para la hibridación con un compuesto de ácido nucleico diana apropiado. Uno de tales 
compuestos oligoméricos, un oligonucleótido mimético que ha demostrado tener excelentes propiedades de 
hibridación, se denomina como un ácido nucleico peptídico (PNA). En los compuestos PNA, la cadena principal de 
azúcar de un oligonucleótido se sustituye con una cadena principal que contiene amida, en particular una cadena 
principal de aminoetilglicina. Las bases nucleotídicas se retienen y se unen directa o indirectamente a los átomos de 25 
nitrógeno aza de la porción amida de la cadena principal. Puede encontrarse más información sobre los compuestos 
PNA en Nielsen y otros, (Science, 254, 1497-1500 (1991)). 
 
En un aspecto, se contemplan los oligonucleótidos con cadena principal de fosforotioato y oligonucleósidos con cadena 
principal de heteroátomos, y en particular -CH2 -NH--O--CH2 --, --CH--2 N(CH)3 --O-CH--2 [conocido como un metilen 30 
(metilimino) o cadena principal MMI], --CH2 --O--N(CH3)--CH2-,--CH2 --N(CH3)--N(CH3)--CH2 -- y --O--N(CH3)--CH2 
--CH2 -- [en donde la cadena principal fosfodiéster natural se representa como --O--P--O--CH2 --]. Aún en otro aspecto, 
se contemplan, además, oligonucleótidos que tienen estructuras de cadena principal de morfolino y amida. 
 
En otro aspecto, se contempla que los oligonucleótidos modificados pueden contener, además, una o más porciones 35 
de azúcar sustituidas. Por ejemplo, oligonucleótidos que comprenden uno de los siguientes en la posición 2': OH; F; 
O--, S--, o N-alquilo, O-alquilo-O-alquilo, O--, S--, o N-alquenilo, u O--, S-- o N-alquinilo, en donde el alquilo, alquenilo 
y alquinilo pueden ser C1 a C10 alquilo o C2 a C10 alquenilo y alquinilo sustituidos o no sustituidos. Particularmente 
preferidos son O[(CH2)n O]m CH3, O(CH2)n OCH3, O(CH2)2 ON(CH3)2, O(CH2)n NH2, O(CH2)n CH3, O(CH2)n 
ONH2, y O(CH2)n ON[(CH2)n CH3)]2, donde n y m son de 1 a aproximadamente 10. Otros oligonucleótidos preferidos 40 
pueden comprender uno de los siguientes en la posición 2': C1 a C10 alquilo inferior, alquilo inferior sustituido, alcarilo, 
aralquilo, O-alcarilo o O-aralquilo, SH, SCH3, OCN, Cl, Br, CN, CF3, OCF3, SOCH3, SO2 CH3, ONO2, NO2, N3, NH2, 
heterocicloalquilo, heterocicloalcarilo, aminoalquilamino, polialquilamino, sililo sustituido, un grupo de escisión de ARN, 
un grupo reportero, un intercalador, un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucleótido, o 
un grupo para mejorar las propiedades farmacodinámicas de un oligonucleótido, y otros sustituyentes que tiene 45 
propiedades similares. Una modificación preferida incluye 2'-metoxietoxi (2'--O--CH2 CH2 OCH3, conocido, además, 
como 2'--O--(2-metoxietil) o 2-MOE) (Martin y otros Helv. Chim. Acta 1995, 78, 486-504) es decir, un grupo alcoxialcoxi. 
Otra modificación incluye 2'-dimetilaminooxietoxi, es decir, un O(CH2)2 ON(CH3). 2 grupo, conocido además como 2-
DMAOE, y 2'-dimetilamino-etoxietoxi (2'-DMAEOE), es decir, 2'--O-CH2--O--CH2--N(CH2)2. 
 50 
Se contempla, además, que las modificaciones pueden incluir 2'-metoxi (2'--O--CH3), 2'-aminopropoxi (2'--OCH2 CH2 
CH2 NH2) y 2'-fluoro (2'-F). Además, pueden hacerse modificaciones similares en otras posiciones en el 
oligonucleótido, particularmente en la posición 3' del azúcar en el nucleótido terminal 3' o en los oligonucleótidos unidos 
2'-5' y en la posición 5' del nucleótido terminal 5'. Los oligonucleótidos pueden tener, además, miméticos de azúcar, 
tales como las porciones de ciclobutilo en lugar del azúcar pentofuranosilo. 55 
 
En otro aspecto, se contempla que los oligonucleótidos pueden incluir, además, modificaciones o sustituciones de las 
bases nucleotídicas (a menudo referidas en la técnica simplemente como "base"). Como se usa en la presente 
descripción, bases nucleotídicas "no modificadas" o "naturales" incluyen las bases de purina adenina (A) y guanina 
(G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las bases nucleotídicas modificadas incluyen otras 60 
bases nucleotídicas sintéticas y naturales tales como 5-metilcitosina (5-me-C o m5c), 5-hidroximetil citosina, xantina, 
hipoxantina, 2-amincadenina, 6-metil y otros derivados de alquilo de adenina y guanina, 2-propilo y otros derivados de 
alquilo de adenina y guanina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, 5-halouracilo y citosina, 5-propinil uracilo y 
citosina, 6-azo uracilo, citosina y timina, 5-uracilo (pseudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-
hidroxilo y otras adeninas y guaninas sustituidas en 8, 5-halo particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo y otros uracilos 65 
y citosinas sustituidos en 5, 7-metilguanina y 7-metiladenina, 8-azaguanina y 8-azaadenina, 7-deazaguanina y 7-
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deazaadenina y 3-deazaguanina y 3-deazaadenina. Las bases nucleotídicas adicionales incluyen las descritas en la 
Patente de los EE.UU. Núm. 3,687,808, las descritas en la Concise Encyclopedia Of Polymer Science And 
Engineering, páginas 858-959 (1990), Kroschwitz, J. John Wiley & Sons, las descritas por Englisch y otros, 
(Angewandte Chemie, Edición Internacional, 30, 613-722 (1991)), y las descritas por Sanghvi, Y. S., Capítulo 15, 
Antisense Research and Applications, páginas 289-302, Crooke, S.T. and Lebleu, B., ed., CRC Press (1993). Algunas 5 
de estas bases nucleotídicas son particularmente útiles para aumentar la afinidad de unión de los compuestos 
oligoméricos. Estas incluyen pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y purinas sustituidas N-2, N-6 y O-6, que 
incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se demostró que las sustituciones de 5-
metilcitosina aumentan la estabilidad dúplex del ácido nucleico en 0,6-1,2 °C. (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. and Lebleu, 
B., eds., Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, páginas 276-278 (1993)) y son sustituciones 10 
de bases actualmente preferidas, incluso más particularmente cuando se combinan con modificaciones de azúcar 2'-
O-metoxietilo. 
 
En otro aspecto, se contempla que la modificación de los oligonucleótidos implica la unión química al oligonucleótido 
de una o más porciones o conjugados que potencian la actividad, distribución celular o captación celular del 15 
oligonucleótido. Tales porciones incluyen, pero no se limitan a porciones lipídicas tales como una porción de colesterol 
(Letsinger y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6553-6556 (1989)), ácido cólico (Manoharan y otros, Bioorg. Med. 
Chem. Lett. 4, 1053-1059 (1994)), un tioéter, por ejemplo, hexil-S-tritiltiol (Manoharan y otros, Ann. N.Y. Acad. Sci. 
660,306-309; Manoharan y otros, Bioorg (1992). Med. Chem. Let. 3, 2765-2770 (1993)), un tiocolesterol (Oberhauser 
y otros, Nucl. Acids Res., 20, 533-538 (1992)), una cadena alifática, por ejemplo, residuos dodecandiol o undecil 20 
(Saison-Behmoaras y otros, EMBO J. 10, 1111-1118 (1991); Kabanov y otros, FEBS Lett. 259, 327-330 (1990); 
Svinarchuk y otros, Biochimie 75,49-54 (1993)), un fosfolípido, por ejemplo, di-hexadecil-rac-glicerol o trietilamonio 
1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato (Manoharan y otros, Tetrahedron Lett. 36, 3651-3654 (1995); Shea y 
otros, Nucl. Acids Res. 18, 3777-3783 (1990)), una poliamina o una cadena de polietilen glicol (Manoharan y otros, 
Nucleosides & Nucleotides 14, 969-973 (1995)), o ácido adamantano acético (Manoharan y otros, Tetrahedron Lett. 25 
36, 3651-3654 (1995)), una porción palmitil (Mishra y otros, Biochim. Biophys. Acta 1264, 229-237 (1995)), o una 
porción octadecilamina o hexilamino-carbonil-oxicolesterol (Crooke y otros, J. Pharmacol. Exp. Ther. 277, 923-937 
(1996)). 
 
Además, se contempla el uso de oligonucleótidos que son oligonucleótidos quiméricos. Los oligonucleótidos 30 
"quiméricos" o "quimeras", en el contexto de esta invención, son oligonucleótidos que contienen dos o más regiones 
químicamente distintas, cada una compuesta de al menos un nucleótido. Estos oligonucleótidos, típicamente, 
contienen al menos una región en donde el oligonucleótido se modifica para conferir al oligonucleótido mayor 
resistencia a la degradación de las nucleasas, mayor absorción celular, y/o mayor afinidad de unión por el ácido 
nucleico diana. Una región adicional del oligonucleótido puede servir como sustrato para enzimas capaces de escindir 35 
los híbridos ARN:ADN o ARN:ARN. A modo de ejemplo, la RNasa H es una endonucleasa celular que escinde la 
cadena de ARN de un dúplex ARN:ADN. La activación de la RNasa H, por lo tanto, resulta en la escisión del ARN 
diana, mejorando de esta manera, en gran medida, la eficacia de la inhibición antisentido de la expresión génica. La 
escisión del ARN diana puede detectarse rutinariamente mediante electroforesis en gel y, si es necesario, mediante 
técnicas de hibridación de ácido nucleico asociadas, conocidas en la técnica. Esta escisión del ARN diana mediada 40 
por la RNasa H es distinta del uso de ribozimas para escindir ácidos nucleicos. 
 
Los ejemplos de oligonucleótidos quiméricos incluyen, pero no se limitan a, "gapmeros", en los que están presentes 
tres regiones distintas, normalmente con una región central flanqueada por dos regiones que son químicamente 
equivalentes entre sí, pero distintas de la brecha. Un ejemplo preferido de un gapmero es un oligonucleótido en el que 45 
una porción central (el "gap") del oligonucleótido sirve como sustrato para la RNasa H y se compone preferentemente 
de 2'-desoxinucleótidos, mientras que las porciones flanqueantes (las "alas" 5' y 3') se modifican para tener una mayor 
afinidad por la molécula de ARN diana pero son incapaces de soportar la actividad nucleasa (por ejemplo, fluoro- o 2'-
O-metoxietil-sustituido). Los oligonucleótidos quiméricos no se limitan a aquellos con modificaciones en el azúcar, sino 
que, además, pueden incluir oligonucleósidos u oligonucleótidos con cadena principal modificada, por ejemplo, con 50 
regiones de fosforotioato (P = S) y enlaces de cadena principal de fosfodiéster (P = O) o con regiones de MMI y enlaces 
de cadena principal P = S. Otras quimeras incluyen "wingmeros", además conocidos en la técnica como "hemímeros", 
es decir, oligonucleótidos con dos regiones distintas. En un ejemplo preferido de un wingmero, la porción 5' del 
oligonucleótido sirve como sustrato para la RNasa H y está compuesta, preferentemente, de 2'-desoxinucleótidos, 
mientras que la porción 3' se modifica de tal manera que tiene una mayor afinidad por la molécula de ARN diana, pero 55 
no puede soportar la actividad nucleasa (por ejemplo, 2'-fluoro- o 2-O-metoxietil-sustituido), o viceversa. En una 
modalidad, los oligonucleótidos útiles en la presente invención contienen una modificación 2'-O-metoxietil (2'--O--CH2 
CH2 OCH3) en la porción de azúcar de al menos un nucleótido. Se demostró que esta modificación aumenta la afinidad 
del oligonucleótido por su diana y la resistencia del oligonucleótido a las nucleasas. De acuerdo con la invención, una, 
una pluralidad o todas las subunidades de nucleótidos de los oligonucleótidos pueden portar una modificación 2'-O-60 
metoxietil (--O--CH2 CH2 OCH3): Los oligonucleótidos que comprenden una pluralidad de subunidades de nucleótidos 
que tienen una modificación 2'-O-metoxietilo pueden tener una modificación de este tipo en cualquiera de las 
subunidades de nucleótidos dentro del oligonucleótido, y pueden ser oligonucleótidos quiméricos. Aparte de, o además 
de, las modificaciones de 2'-O-metoxietilo, además, se contemplan los oligonucleótidos que contienen otras 
modificaciones que mejoran la eficacia antisentido, la potencia o la afinidad por la diana. 65 
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Además, en la presente invención son útiles los polinucleótidos (por ejemplo, ADN, ARN, ANP o similares) que se 
unen a ácidos nucleicos de conexina, bicatenarios o dúplex (por ejemplo, en una región plegada del ARN de conexina 
o en el gen de conexina), que forman una triple hélice que contiene, o ácido nucleico "triple". La formación de triple 
hélice resulta en la inhibición de la expresión de conexina, por ejemplo, porque previene la transcripción del gen de 
conexina, por lo tanto, reduce o elimina, la actividad de conexina en una célula. Sin pretender estar vinculado por 5 
ningún mecanismo en particular, se cree que el apareamiento de triple hélice compromete la capacidad de la doble 
hélice para abrirse suficientemente para que se produzca la unión de polimerasas, factores de transcripción, o 
moléculas reguladoras. 
 
Los oligo y polinucleótidos triples se construyen mediante el uso de las reglas de apareamiento de bases de la 10 
formación de triple hélice (ver, por ejemplo, Cheng y otros, J. Biol. Chem. 263: 15110 (1988); Ferrin and Camerini-
Otero, Science 354:1494 (1991); Ramdas y otros, J. Biol. Chem. 264:17395 (1989); Strobel y otros, Science 254:1639 
(1991); y Rigas y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 9591 (1986)) y el ARNm de conexina y/o la secuencia génica. 
Típicamente, los oligonucleótidos formadores de triple comprenden una secuencia específica de aproximadamente 10 
a aproximadamente 25 nucleótidos o más largo "complementaria" a una secuencia específica en el ARN o gen de 15 
conexina (es decir, lo suficientemente grande como para formar una triple hélice estable, pero lo suficientemente 
pequeña, en dependencia del modo de suministro, para administrar en vivo, si es conveniente). En este contexto, 
"complementario" significa capaz de formar una triple hélice estable. En una modalidad, los oligonucleótidos se 
diseñan para unirse específicamente a las regiones reguladoras del gen de conexina (por ejemplo, la secuencia 
flanqueante 5' de conexina, promotores, y potenciadores) o al sitio de inicio de la transcripción (por ejemplo, entre -10 20 
y +10 a partir del sitio de inicio de la transcripción). Para una revisión de los avances terapéuticos recientes que usan 
ADN triple, ver Gee y otros, in Huber and Carr, 1994, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co, 
Mt Kisco NY y Rininsland y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:5854 (1997). 
 
Las ribozimas, además, son útiles para inhibir la actividad de conexina. Las ribozimas se unen y específicamente 25 
escinden e inactivan el ARNm de conexina. Las ribozimas útiles pueden comprender secuencias terminales 5' y 3' 
complementarias al ARNm de conexina y pueden diseñarse por un experto sobre las bases de la secuencia de ARNm 
de conexina. Se contempla que las ribozimas descritas en la presente descripción incluyen aquellas que tienen 
características de ribozimas de intrón del grupo I (Cech, Biotechnology 13:323 (1995)) y otras ribozimas cabeza de 
martillo (Edgington, Biotechnology 10:256 (1992)). 30 
 
Las ribozimas incluyen las que tienen sitios de escisión tales como GUA, GUU y GUC. Los oligonucleótidos de ARN 
corto entre 15 y 20 ribonucleótidos de longitud correspondientes a la región del gen de conexina diana que contiene 
el sitio de escisión, pueden evaluarse por las características estructurales secundarias que pueden hacer que el 
oligonucleótido sea más conveniente. La idoneidad de los sitios de escisión puede evaluarse, además, mediante la 35 
evaluación de la accesibilidad a la hibridación con oligonucleótidos complementarios, mediante el uso de ensayos de 
protección de ribonucleasa, o mediante la evaluación in vitro de la actividad de ribozima de acuerdo con procedimientos 
estándar conocidos en la técnica. 
 
Además, se contemplan compuestos antisentido en los que las funciones antisentido y de ribozima pueden combinarse 40 
en un único oligonucleótido. Además, las ribozimas pueden comprender uno o más nucleótidos modificados o enlaces 
modificados entre nucleótidos, como se describió anteriormente junto con la descripción de oligonucleótidos 
antisentido ilustrativos descritos en la presente descripción. 
 
Además, se describen polinucleótidos útiles para inhibir la actividad de conexina mediante métodos tales como ARN 45 
de interferencia (ARNi). Esta y otras técnicas de supresión génica son bien conocidas en la técnica. Una revisión de 
esta técnica se encuentra en Science 288:1370-1372 (2000). El ARNi opera en un nivel post-transcripcional y es 
específico de una secuencia. El proceso comprende la introducción del ARN con carácter parcial o totalmente 
bicatenario, o precursores de dicho ARN o capaces de codificarlo en la célula o en el entorno extracelular. 
 50 
Según lo descrito por Fire y otros, Patente de los EE.UU. núm. 6,506,559, el ARN puede comprender una o más 
cadenas de ribonucleótido polimerizado. La estructura bicatenaria puede estar formada por una única cadena de ARN 
autocomplementaria o dos cadenas de ARN complementarias. El ARN puede incluir modificaciones, bien sea, en la 
cadena principal de fosfato y azúcar o en los nucleósidos. La formación de dúplex de ARN puede iniciarse dentro o 
fuera de la célula. 55 
 
Los estudios demostraron que una o más ribonucleasas se unen específicamente y escinden el ARN bicatenario en 
fragmentos cortos. La ribonucleasa(s) permanece asociada con estos fragmentos, que a su vez se unen 
específicamente al ARNm complementario, es decir, se unen específicamente a la cadena del ARNm transcrito por el 
gen de la conexina. El ARNm para el gen de conexina se degrada, además, por la ribonucleasa(s) en fragmentos 60 
cortos, por lo que se obvia la traducción y la expresión del gen de conexina, y de esta manera se inhibe la actividad 
de conexina. Además, una ARN polimerasa puede actuar para facilitar la síntesis de numerosas copias de los 
fragmentos cortos, que aumenta exponencialmente la eficiencia del sistema. Una característica única de esta vía de 
supresión génica es que el silenciamiento no se limita a las células donde se inicia. Los efectos de silenciamiento 
génico pueden diseminarse a otras partes de un organismo e incluso transmitirse a través de la línea germinal a 65 
numerosas generaciones. 
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En un aspecto, la estrategia del ARNi de silenciamiento postranscripcional específico del gen de doble cadena 
dependiente de (ds)ARN implica el uso de ARN interferentes cortos (siARN). El uso del enfoque general de ARNi está 
sujeto a determinadas limitaciones, que incluye el mecanismo de defensa antiviral no específico en células de 
mamífero activadas en respuesta a moléculas de dsARN largas (Gil J, Esteban M, "Induction of apoptosis by the 5 
dsRNA-dependent protein kinase (PKR): Mechanisms of action". Apoptosis 2000, 5:107-114). Se han logrado avances 
en el campo con la demostración de que los dúplex sintéticos de 21 nucleótidos de ARN podrían mediar el ARNi 
específicos de genes en células de mamífero sin invocar mecanismos de defensa antivirales genéricos (Elbashir S, y 
otros, "Duplexes of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured mammalian cells". Nature, 411:494-498 
(2001); Caplen N. y otros, Proc Natl Acad Sci, 98:9742-9747 (2001)). Por lo tanto, los siARN se reconocen cada vez 10 
más como herramientas poderosas para la modulación génica específica. 
 
Como se describe en la presente descripción, el ARNi incluye a un grupo de mecanismos relacionados con el 
silenciamiento génico que comparten muchos componentes bioquímicos comunes en los que la molécula efectora 
terminal es, por ejemplo, pero no se limita a, un pequeño ARN antisentido de 21-23 nucleótidos. Un mecanismo usa 15 
un dsARN relativamente largo 'disparador'; que se procesa por la enzima celular Dicer en cortos, por ejemplo, pero no 
limitado a, dsARN de 21-23 nucleótidos, denominados como siARN. La hebra del siARN complementaria al ARN diana 
se incorpora en un complejo multi-proteína denominado complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde 
sirve como una guía para la escisión endonucleolítica de la hebra de ARNm dentro del sitio diana. Esto conduce a la 
degradación de todo el ARNm; después el siARN antisentido puede reciclarse. En organismos inferiores, la RNA-20 
polimerasa dependiente de ARN utiliza, además, la guía siARN de hibridación como un cebador, generando más 
dsARN a partir de la diana, que sirve a su vez como un sustrato Dicer, que genera más siARN y amplifica la señal del 
siARN. Esta vía se usa comúnmente como un mecanismo de defensa viral en las plantas. 
 
Como se describió en la presente descripción, el siARN puede consistir en dos cadenas individuales hibridadas, 25 
separadas de, por ejemplo, pero no limitadas a, 21-23 nucleótidos, donde los dos nucleótidos terminales 3" no están 
apareados (saliente 3"). Alternativamente, el siARN puede estar en la forma de un único tallo-lazo, a menudo referido 
como un ARN de horquilla corta (shARN). Típicamente, pero no siempre, la cadena antisentido de los shARN es, 
además, absolutamente complementaria a la cadena sentido pareja del si/shARN. 
 30 
En células de mamíferos, los dsARN largos (generalmente mayores de 30 nucleótidos de longitud) desencadenan la 
vía del interferón, proteína activadora de quinasa R y 2; 5"-oligoadenilato sintetasa. La activación de la vía del interferón 
puede conducir a una regulación negativa total de la traducción, así como también a la degradación total del ARN. Sin 
embargo, se ha informado que los siARN más cortos introducidos exógenamente en células de mamífero evitan la vía 
del interferón. 35 
 
El producto antisentido siARN puede, además, derivarse de los microARN endógenos. En las células humanas, 
independientemente de la forma inicial (siARN y microARN) o de la ruta de procesamiento, un ARN antisentido de 21-
23 nucleótidos con maduración final, por ejemplo, pero sin limitarse a esto, que es completamente homólogo al ARNm 
dirigirá la escisión del ARNm. En general, el efecto de los desapareamientos entre siARN y los sitios diana puede 40 
variar desde casi ninguno hasta la abolición completa de la actividad, por razones que se entienden sólo parcialmente; 
sin embargo, en al menos un caso, la homología parcial resultó en la inhibición de la traducción de ARNm. En general, 
el siARN con desapareamiento de la diana diseñado para imitar una interacción prototípica microARN-diana puede 
mediar diversos grados de represión traduccional, en dependencia de la interacción específica y del número de sitios 
diana en el ARNm. El ARNi puede activarse mediante el suministro exógeno de siARN preformados o mediante la 45 
expresión de siARN o shARN basada en promotores. 
 
Los ARN de interferencia cortos (siARN) pueden sintetizarse químicamente o generarse mediante sistemas de 
vectores basados en ADN. En general, esto implica la transcripción de ARN de horquilla corta (sh)RNA que se 
procesan eficientemente para formar siARN dentro de las células (Paddison P, Caudy A, Hannon G: Stable 50 
suppression of gene expression by RNAi in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci U S A 99:1443-1448 (2002); Paddison 
P, Caudy A, Bernstein E, Hannon G, Conklin D: Short hairpin RNAs (shRNAs) induce sequence-specific silencing in 
mammalian cells. Genes & Dev 16:948-958 (2002); Sui G, y otros, Proc Natl Acad Sci 8:5515-5520 (2002); 
Brummelkamp T, y otros, Science 296:550-553 (2002)). Por lo tanto, en el contexto, los siARN pueden emplearse 
como una estrategia efectiva para el direccionamiento específico a un tejido y la modulación de la expresión génica. 55 
 
Los oligonucleótidos usados de acuerdo con esta invención pueden hacerse convenientemente y rutinariamente 
mediante la técnica bien conocida de síntesis en fase sólida. El equipo para tal síntesis se vende por numerosos 
proveedores conocidos en la técnica. Además, puede emplearse cualquier otro medio para tal síntesis; la síntesis real 
de los oligonucleótidos es bien reconocida en la técnica. Es bien conocido el uso de técnicas similares para preparar 60 
oligonucleótidos tales como los fosforotioatos y derivados de 2'-alcoxi o 21-alcoxialcoxi, que incluye los 
oligonucleótidos de 2'-O-metoxietilo (Martin, P. Helv. Chim. Acta 78, 486-504 (1995)). Además, es bien conocido el 
uso de técnicas similares y amiditas modificadas disponibles en el mercado y productos de vidrio de poro controlado 
(CPG) tales como biotina, fluoresceína, acridina o amiditas modificadas con psoraleno y/o CPG (comercializado por 
de Glen Research, Sterling, Va.) para sintetizar oligonucleótidos marcados con fluorescencia, biotinilados u otros 65 
oligonucleótidos conjugados. 
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Métodos 
 
Además, en la presente descripción se describen métodos para tratar un sujeto (por ejemplo, un paciente), un órgano 
diana, un tejido diana o una célula diana mediante la administración de los compuestos descritos en la presente 
descripción. 5 
 
Determinados casos descritos están dirigidos a los métodos para tratar un sujeto, órgano diana, tejido diana o célula 
diana con un trastorno vascular que comprende administrar a un sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, 
u otro compuesto descrito en la presente descripción capaz de inhibir la expresión, formación, o actividad de un 
hemicanal de conexina. Los trastornos vasculares incluyen, por ejemplo, cualquier trastorno o afección asociada con 10 
arterias, vasos sanguíneos, y el sistema vascular y/o cardiovascular, que incluye los trastorno o afecciones en órganos 
o tejidos asociados. Los ejemplos representativos incluyen, sin limitación, aterosclerosis, trastornos microvasculares, 
trastornos macrovasculares, accidente cerebrovascular, enfermedad cerebrovascular (isquemia cerebral), trombosis, 
lesiones vasculares resultantes de traumatismos (por ejemplo, heridas subcutáneas, inserción de stent, reestenosis, 
o angioplastia), daños vasculares resultantes de la elevación de los niveles de glucosa (diabetes), retinopatía diabética, 15 
enfermedades vasculares de las extremidades, isquemia de órganos, y dehiscencia de las células endoteliales. 
 
Otros casos descritos están dirigidos a métodos para tratar un trastorno inflamatorio que comprende administrar a un 
sujeto, órgano diana, tejido diana o célula diana un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito 
en la presente descripción capaz de inhibir la expresión, formación, o actividad de un hemicanal de conexina. 20 
 
Otros casos descritos están dirigidos a los métodos para tratar un sujeto, órgano diana, tejido diana o célula diana en 
relación con un trasplante o procedimiento de injerto que comprende la administración a dicho paciente de un 
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripción capaz de inhibir la 
expresión, formación, o actividad de un hemicanal de conexina e inhibición o prevención del edema tisular asociado 25 
con dicho trasplante o procedimiento de injerto. 
 
Otros casos descritos están dirigidas a los métodos para tratar el infarto del miocardio y sus enfermedades cardiacas 
asociadas que comprenden administrar a un sujeto un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto 
descrito en la presente descripción capaz de inhibir la expresión, formación, o actividad de un hemicanal de conexina. 30 
 
Aún otros casos descritos están dirigidos a los métodos para tratar la enfermedad de la arteria coronaria, que 
comprenden administrar a un sujeto, órgano diana, tejido diana o célula diana un compuesto antisentido, péptido 
mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripción capaz de inhibir la expresión, formación, o actividad 
de un hemicanal de conexina. 35 
 
Otros casos descritos están dirigidos a los métodos para tratar el daño asociado con la isquemia, que incluye el daño 
isquémico inicial y una lesión posterior por reperfusión. 
 
Otros casos descritos están dirigidos a los métodos para tratar el infarto del miocardio y sus enfermedades cardíacas 40 
asociadas, que comprenden la coadministración a un sujeto de un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro 
compuesto descrito en la presente descripción capaz de inhibir la expresión, formación, o actividad de un hemicanal 
de conexina en combinación con otros enfoques terapéuticos conocidos o procedimientos para el tratamiento de 
afecciones isquémicas asociadas con el corazón, que incluye los descritos en Baker DW y otros, (ACC/AHA Guidelines 
for the Evaluation and Management of Chronic Heart Failure in the Adult, 2001; American College of Cardiology and 45 
the American Heart Association). Tales procedimientos incluyen, por ejemplo, trasplante cardíaco, abordajes 
quirúrgicos y mecánicos, reparación o reemplazo de la válvula mitral para mejoras hemodinámicas y clínicas, 
dispositivos extracorpóreos para soporte circulatorio, dispositivos de asistencia ventricular izquierda, descompresión 
mecánica, ventriculoectomía izquierda (procedimiento Batista), cardiomioplastia y una variante del procedimiento de 
aneurismectomía para el manejo de pacientes con cardiomiopatía isquémica. 50 
 
Los implantes y otros dispositivos quirúrgicos o médicos pueden recubrirse con (o de cualquier otra manera adaptarse 
para liberar) agentes (por ejemplo, compuestos y composiciones anticonexinas) de varias maneras, que incluyen, por 
ejemplo: (a) mediante la fijación directamente al implante o dispositivo de un agente o composición anticonexina (por 
ejemplo, pulverizando el implante o dispositivo con una película de polímero/fármaco, o sumergiendo el implante o 55 
dispositivo en una solución de polímero/fármaco, u otros medios covalentes o no covalentes); (b) mediante el 
recubrimiento del implante o dispositivo con una sustancia tal como un hidrogel que a su vez absorbe la composición 
anticonexina (o anteriormente factor anticonexina); (c) entrelazando un hilo recubierto de la composición anticonexina 
(o el propio polímero formado en un hilo) en el implante o dispositivo; (d) mediante la inserción del implante o dispositivo 
en un manguito o malla que está compuesto o recubierto con una composición anticonexina; (e) construir el implante 60 
o el propio dispositivo con un agente o composición anticonexina; o (f) adaptando de cualquier otra manera el implante 
o dispositivo para liberar el agente anticonexina. Dentro de los casos descritos preferidos, la composición debe 
adherirse firmemente al implante o dispositivo durante el almacenamiento y en el momento de la inserción. Además, 
el agente o composición anticonexina no debe degradarse, preferentemente, durante el almacenamiento, antes de la 
inserción, o cuando se calienta a la temperatura corporal después de la inserción dentro del cuerpo (si es necesario). 65 
Además, preferentemente, debe recubrir el implante o dispositivo lisa y equitativamente, con una distribución uniforme 
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del agente anticonexina, sin cambiar el contorno del stent. Dentro de los casos descritos preferidos, el agente o 
composición anticonexina debería proporcionar una liberación uniforme, predecible, y prolongada del factor 
anticonexina en el tejido que rodea el implante o dispositivo una vez que se ha puesto en uso. Para los stent vasculares, 
además de las propiedades anteriores, la composición no debe hacer que el stent sea trombogénico (lo que causa la 
formación de coágulos sanguíneos), ni causar turbulencias significativas en el flujo sanguíneo (más de lo que cabría 5 
esperar si el propio stent no estuviese recubierto). 
 
Los compuestos anticonexinas, composiciones y métodos descritos en la presente descripción pueden usarse en una 
diversidad de procedimientos que utilizan los implantes, dispositivos médicos y quirúrgicos, y similares. En un aspecto, 
los implantes, dispositivos quirúrgicos o stents, están recubiertos con, o construidos de cualquier otra manera para 10 
contener y/o liberar cualquiera de los agentes anticonexina descritos en la presente descripción. Los ejemplos 
representativos incluyen dispositivos cardiovasculares (por ejemplo, catéteres venosos implantables, puertos venosos, 
catéteres venosos tunelizados, líneas o puertos de infusión crónica, que incluyen catéteres de infusión de arteria 
hepática, cables de marcapasos, desfibriladores implantables); dispositivos neurológicos/neuroquirúrgicos (por 
ejemplo, derivaciones ventriculares peritoneales, derivaciones ventriculares auriculares, dispositivos de estimulación 15 
nerviosa, parches durales e implantes para prevenir la fibrosis epidural después de la laminectomía, dispositivos para 
infusiones subaracnoideas continuas); dispositivos gastrointestinales (por ejemplo, catéteres permanentes crónicos, 
tubos de alimentación, y derivaciones) implantes oftalmológicos (por ejemplo, implantes multino y otros implantes para 
el glaucoma neovascular, lentes de contacto liberadores de fármacos para pterigio, férulas para dacrocistalrinostomía 
fallida, lentes de contacto liberadores de fármacos para la neovascularización corneal, implantes para la retinopatía 20 
diabética, lentes de contacto liberadores de fármacos para trasplantes corneales de alto riesgo); dispositivos de 
otorrinolaringología (por ejemplo, implantes osiculares, férulas de la trompa de Eustaquio o endoprótesis para el oído 
adhesivo u otitis crónica, como una alternativa a los drenajes transtimpánicos); implantes de cirugía plástica (por 
ejemplo, prevención de contractura fibrosa en respuesta a implantes mamarios que contienen gel o solución salina en 
los abordajes subpectorales o subglandulares o post-mastectomía, o implantes de mentón), e implantes ortopédicos 25 
(por estiramiento, prótesis ortopédicas cementadas). 
 
Un compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripción puede 
administrarse en un momento predeterminado en determinados casos descritos. En determinados casos descritos, se 
inhibe la expresión, formación, o actividad de hemicanal de conexina antisentido en las células endoteliales. En 30 
determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende un accidente 
cerebrovascular. En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que comprende 
una isquemia. Tal isquemia puede ser, por ejemplo, una isquemia tisular, una isquemia miocárdica, o una isquemia 
cerebral. En determinados casos descritos, un sujeto tratado en la presente descripción está en riesgo de perder la 
función neurológica por isquemia. En otros casos descrito, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular que 35 
comprende tratar o mejorar la muerte celular o la degeneración en el sistema nervioso central o periférico causada por 
una isquemia. En determinados casos descritos, un sujeto puede tratarse por un trastorno vascular donde un 
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripción se administra junto 
con un procedimiento vascular o coronario realizado en un sujeto. En otros casos descritos, se administra un 
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripción durante dicho 40 
procedimiento vascular o coronario. 
 
La administración de los compuestos descritos en la presente descripción puede ser anterior o posterior a un punto 
de tiempo seleccionado. El "punto de tiempo seleccionado" puede corresponder, por ejemplo, al inicio de un trastorno 
o afección tal como un trastorno cardiovascular, inflamación, un trastorno vascular, o un evento isquémico, o con la 45 
realización de un procedimiento médico tal como un procedimiento vascular o coronario. Los compuestos descritos en 
la presente descripción (por ejemplo, compuestos antisentido, péptido mimético, etcétera), pueden por ejemplo, 
administrarse antes, coincidiendo con, o después de un punto de tiempo seleccionado. En determinadas modalidades, 
los compuestos se administran inmediatamente y hasta aproximadamente 24 horas posteriores a un punto de tiempo 
seleccionado. En otras modalidades, los compuestos se administran dentro de aproximadamente 1 hora después de 50 
un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 2 horas después del punto de tiempo seleccionado, 
dentro de aproximadamente 3 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 4 
horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 5 horas después de un punto de 
tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 6 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de 
aproximadamente 8 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 10 horas 55 
después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 12 horas después de un punto de tiempo 
seleccionado, dentro de aproximadamente 14 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de 
aproximadamente 16 horas después de un punto de tiempo seleccionado, dentro de aproximadamente 20 horas 
después de un punto de tiempo seleccionado, o dentro de aproximadamente 24 horas después de un punto de tiempo 
seleccionado. En determinadas modalidades, un compuesto descrito en la presente descripción se administra junto 60 
con una cirugía de corazón u otra realizada en un paciente. Los "puntos de tiempo seleccionados," como se refieren 
en la presente descripción, incluyen un tiempo de lesión, un tiempo de realización de un procedimiento, por ejemplo, 
un procedimiento cardiaco o vascular, etcétera. En determinados otros casos descritos, un compuesto descrito en la 
presente descripción se administra junto con un dispositivo médico para realizar un procedimiento vascular. 
 65 
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En determinados casos descritos, el trastorno vascular tratado se selecciona entre uno o más de accidente 
cerebrovascular isquémico, ataque isquémico transitorio, hemorragia intracerebral, hemorragia subaracnoidea, 
accidente cerebrovascular tromboembólico, trombosis venosa, embolismo pulmonar, accidente cerebrovascular 
embólico, trastorno cerebrovascular, enfermedad arterial oclusiva periférica, malformación arteriovenosa y un 
aneurisma. 5 
 
En determinados casos descritos, el trastorno vascular tratado se asocia con uno o más de enfermedad coronaria, 
trastorno vascular coronario, enfermedad vascular aterosclerótica, ruptura de la placa aterosclerótica y/o 
tromboembólica, un trastorno vascular asociado con hipertensión, infarto de miocardio, angina, enfermedad isquémica 
cardíaca, trastorno aórtico, enfermedades arteriales periféricas, displasia fibromuscular, enfermedad de Moyamoya, y 10 
tromboangiitis. 
 
En determinados casos descritos, un trastorno inflamatorio tratado se selecciona entre uno o más de artritis, artritis 
reumatoide (RA), inflamación, destrucción o daño de las articulaciones, trastorno inflamatorio, enfermedad de Grave, 
enfermedad de Hashimoto, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, síndrome de Sjogrens, púrpura 15 
trombocitopénica inmunitaria, esclerosis múltiple, miastenia gravis, esclerodermia, psoriasis, enfermedad inflamatoria 
intestinal, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa, sepsis y choque séptico, y enfermedades autoinmunitarias del 
sistema digestivo 
 
En determinados otros casos descritos, un sujeto, un órgano diana, un tejido diana o una célula diana se trata por una 20 
afección que se asocia con una o más de hemostasis, trombosis, fibrinólisis, enfermedad cardiovascular, diabetes 
mellitus, trastornos endocrinos que afectan el corazón, enfermedad cardiovascular asociada con el embarazo, fiebre 
reumática, trastornos cardiovasculares asociados con la infección por HIV, trastornos hematológicos y oncológicos 
asociados con la enfermedad cardíaca, trastornos neurológicos asociados con la enfermedad cardíaca, y trastornos 
renales asociados con la enfermedad cardíaca. 25 
 
En determinados otros casos descritos, un sujeto, un órgano diana, un tejido diana o una célula diana se trata en 
asociación con un trasplante o procedimiento de injerto asociado con insuficiencia cardíaca, enfermedad cardíaca 
congénita, enfermedad cardíaca adquirida en niños, enfermedad cardíaca valvular, endocarditis infecciosa, 
cardiomiopatía, tumores del corazón, enfermedad cardiaca pericárdica, enfermedad cardiaca traumática, embolismo 30 
pulmonar, hipertensión pulmonar, cor pulmonale, y síndrome del corazón atlético, trastornos de la circulación arterial 
periférica, trastorno vascular que afecta a un sistema orgánico, trastorno vascular que afecta el sistema nervioso 
central, trastorno vascular que afecta el cerebro, trastorno vascular que afecta la retina, trastorno vascular que afecta 
el riñón, trastorno vascular que afecta los nervios, trastorno microvascular y trastorno macrovascular. El sujeto puede 
tratarse con un trasplante o procedimiento de injerto asociado seleccionado de uno o más de un trasplante de corazón, 35 
trasplante de riñón, trasplante de hígado, trasplante de pulmón, trasplante pancreático, trasplante intestinal, o un 
trasplante combinado de órganos. El sujeto puede tratarse con un trasplante o procedimiento de injerto que involucra 
uno o más tejidos oculares, piel, válvulas cardíacas, huesos, tendones, venas, ligamentos, trasplantes de médula 
ósea, tejido dental o de encías, injerto o implante asociado con cirugía estética, injerto o implantación asociada con 
un procedimiento de reemplazo de cadera o articulación, e injerto de tejido o implantes que involucran células madre. 40 
 
Sin pretender asociarse o limitarse a un mecanismo particular, en determinados casos descritos, un sujeto, órgano 
diana, tejido diana o célula diana se trata mediante la administración de un compuesto anticonexina que es capaz de 
unirse o modular un conexón (hemicanal) con el propósito de lograr un efecto conveniente, que incluye, por ejemplo, 
uno o más de los siguientes: para la prevención del edema en la médula espinal después de isquemia o trauma, para 45 
la prevención de la degradación de la pared de los vasos sanguíneos en los tejidos después de isquemia o trauma 
(por ejemplo, en el cerebro, el nervio óptico, la médula espinal y el corazón), para el tratamiento de la artritis inflamatoria 
y otros trastornos inflamatorios en los que el edema y la inflamación son sintomáticos o en los que se produce la 
muerte continua de los vasos sanguíneos como resultado de una inflamación persistente, para el tratamiento de las 
heridas subagudas o crónicas en la córnea del ojo en las que la prevención de la muerte continua de los vasos 50 
sanguíneos permite la recuperación de la isquemia limbal, para el tratamiento de las heridas subagudas o crónicas en 
la córnea del ojo como un medio para desencadenar la reepitelización, para el tratamiento de quemaduras químicas 
en el ojo con el propósito de desencadenar la recuperación epitelial y para lograr la recuperación de la isquemia limbal 
subaguda, para el tratamiento de las heridas subagudas o crónicas de la piel o las úlceras diabéticas en las que la 
prevención de la muerte continuada de los vasos sanguíneos permitirá la recuperación de la isquemia tisular, para el 55 
tratamiento de heridas crónicas de la piel o úlceras diabéticas en las que la expresión continua de conexina 43 en el 
borde de cierre impide la recuperación de la reepitelización, para el tratamiento de la isquemia perinatal mediante el 
uso de péptidos miméticos de conexina administrados directamente a los ventrículos del cerebro o por medio de la 
columna vertebral/médula, para la inhibición o prevención del edema secundario a la isquemia perinatal mediante el 
uso de péptidos miméticos de conexina administrados directamente a los ventrículos del cerebro o mediante columna 60 
vertebral/médula, como un tratamiento para la isquemia perinatal mediante el uso de péptidos miméticos de conexina 
administrados por vía sistémica, como un tratamiento para el accidente cerebrovascular o la isquemia del CNS 
mediante el uso de péptidos miméticos de conexina administrados directamente a los ventrículos del cerebro o a través 
de la columna vertebral/médula espinal, como un tratamiento para el accidente cerebrovascular o la isquemia del CNS 
mediante el uso de péptidos miméticos de conexina administrados sistémicamente, para la prevención de la actividad 65 
epileptiforme en el cerebro secundaria a la isquemia, para la prevención de la actividad epileptiforme en el cerebro 
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(por ejemplo, epilepsia), para la prevención del edema tisular mediante el uso de péptidos miméticos de conexón o 
polinucleótidos antisentido específicos de conexina, y/o para la prevención de la propagación de lesiones, edema (y 
rechazo) con la reperfusión secundaria al trasplante de órgano. 
 
En otro aspecto, los compuestos útiles en la invención se administran en una cantidad conveniente para modular la 5 
expresión, formación o actividad de una conexina, un hemicanal o una unión de intersticio. 
 
Sin pretender asociarse o limitarse a ningún mecanismo y sin pretender ninguna limitación, se cree que en 
determinadas modalidades un hemicanal de conexina 43 diana se ubica en una membrana citoplasmática celular y 
puede ser conveniente efectuar una inhibición de la transmisión no conveniente de moléculas desde el citoplasma de 10 
dicha célula a un espacio extracelular. Nuevamente, sin pretender limitarse a ningún mecanismo en particular, en 
determinados casos descritos, puede ser conveniente administrar un compuesto descrito en la presente descripción 
capaz de inhibir o prevenir el infarto progresivo y la lesión por reperfusión en el corazón, mediante el mantenimiento 
de la integridad de las células endoteliales de los vasos sanguíneos, para promover la reperfusión de sangre al tejido 
dañado en una cantidad eficaz para mejorar la supervivencia celular y/o la reparación de tejidos, para mantener la 15 
barrera hematoencefálica mediante la inhibición de la dehiscencia de las células endoteliales después a un accidente 
cerebrovascular o lesión del sistema nervioso central, para mantener la integridad vascular posterior al daño tisular, o 
para inhibir o prevenir el edema tisular asociado con un trasplante o procedimiento de injerto. 
 
Composiciones farmacéuticas 20 
 
Además, en la presente descripción se describen composiciones farmacéuticas que comprenden los compuestos 
descritos, que incluyen compuestos antisentido y péptidos miméticos. 
 
Los compuestos antisentido descritos en la presente descripción pueden incluir, además, compuestos bioequivalentes, 25 
que incluyen sales y profármacos aceptables farmacéuticamente. Esto se destina a abarcar cualquier sal, éster, o 
sales de tales ésteres aceptables farmacéuticamente, o cualquier otro compuesto que, tras la administración a un 
animal, que incluye un ser humano, sea capaz de proporcionar (directa o indirectamente) el metabolito o residuo 
biológicamente activo de este. Los péptidos, por ejemplo, pueden alterarse para mejorar su estabilidad en el cuerpo. 
Por ejemplo, pueden agregarse cadenas laterales sintéticas que se unen entre sí lo que resulta en que el péptido se 30 
vuelve circular. Esta circularización puede lograrse, además, mediante la unión de los extremos N y C terminal juntos 
que forma un profármaco que, después de la inserción en el cuerpo, se hace lineal por la actividad de las proteasas. 
En consecuencia, por ejemplo, la descripción se basa, además, en sales aceptables farmacéuticamente de los ácidos 
nucleicos y profármacos de tales ácidos nucleicos. Las "sales aceptables farmacéuticamente" son sales 
fisiológicamente y farmacéuticamente aceptables de los ácidos nucleicos descritos en la presente descripción: es 35 
decir, sales que retienen la actividad biológica conveniente del compuesto original y no imparten efectos toxicológicos 
no deseados a este (ver, por ejemplo, Berge y otros, J. of Pharma Sci. 66, 1-19 (1977)). 
 
Los péptidos o variantes de estos pueden sintetizarse in vitro, por ejemplo, mediante el método sintético de péptidos 
en fase sólida o mediante la síntesis de péptidos catalizados por enzimas o con la ayuda de la tecnología del ADN 40 
recombinante. El método sintético de péptidos en fase sólida es un método establecido y ampliamente usado, que se 
describe en referencias tales como las siguientes: Stewart y otros, Solid Phase Peptide Synthesis, W. H. Freeman Co., 
San Francisco (1969); Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 2149 (1963); Meienhofer in "Hormonal Proteins and Peptides," 
ed.; C.H. Li, Vol.2 (Academic Press, 1973), pp.48-267; y Bavaay and Merrifield. "The Peptides," eds. E. Gross and F. 
Meienhofer, Vol.2 (Academic Press, 1980) pp.3-285. Estos péptidos pueden purificarse adicionalmente mediante 45 
fraccionamiento en columnas de inmunoafinidad o de intercambio iónico; precipitación de etanol; HPLC de fase 
inversa; cromatografía sobre sílice o sobre una resina de intercambio aniónico tal como DEAE; cromatoenfoque; SDS-
PAGE; precipitación con sulfato de amonio; filtración en gel mediante el uso de, por ejemplo, Sephadex G-75; 
cromatografía de afinidad de ligando; o cristalización o precipitación a partir de solvente no polar o mezclas de solvente 
no polar/polar. Se prefiere la purificación mediante cristalización o precipitación. 50 
 
Las formulaciones farmacéuticas útiles en la presente invención pueden incluir, como ingredientes opcionales, 
vehículos, diluyentes, agentes solubilizantes o emulsionantes y sales aceptables farmacéuticamente del tipo que esté 
disponibles en la técnica. Los ejemplos de tales sustancias incluyen soluciones salinas normales tales como soluciones 
salinas tamponadas fisiológicamente y agua. Los ejemplos específicos no limitativos de los vehículos y/o diluyentes 55 
que son útiles en las formulaciones farmacéuticas usadas en la presente invención incluyen agua y soluciones salinas 
tamponadas fisiológicamente aceptables tales como soluciones salinas tamponadas con fosfato pH 7,0-8,0. Los 
vehículos farmacéuticos adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua estéril, soluciones salinas (tales como la 
solución de Ringer), alcoholes, polietilenglicoles, gelatina, carbohidratos tales como lactosa, amilosa o almidón, 
estearato de magnesio, talco, ácido silícico, parafina viscosa, ésteres de ácido graso, hidroximetilcelulosa, 60 
polivinilpirrolidona, etcétera. Las preparaciones farmacéuticas pueden esterilizarse y, convenientemente, mezclarse 
con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes, emulsionantes, 
sales para influir en la presión osmótica, tampones, colorantes, y/o sustancias aromáticas y similares que no 
reaccionan de manera perjudicial con los compuestos activos. Además, pueden combinarse donde sea conveniente 
con otras sustancias activas, por ejemplo, inhibidores enzimáticos, para reducir la degradación metabólica. 65 
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Las sales de grupos carboxilo de un péptido o variante de péptido útil en la invención pueden prepararse de la manera 
habitual mediante el contacto del péptido con uno o más equivalentes de una base conveniente tal como, por ejemplo, 
una base de hidróxido metálico, por ejemplo, hidróxido de sodio; una base de carbonato o bicarbonato de metal tal 
como, por ejemplo, carbonato de sodio o bicarbonato de sodio; o una base de amina tal como, por ejemplo, trietilamina, 
trietanolamina, y similares. 5 
 
Los derivados de N-acilo de un grupo amino del péptido o de las variantes del péptido pueden prepararse mediante el 
uso de un aminoácido protegido con N-acilo para la condensación final, o mediante la acilación de un péptido protegido 
o no protegido. Los derivados de O-acilo pueden prepararse, por ejemplo, mediante la acilación de un péptido 
hidroxilado o resina peptídica libre. Cualquiera de las acilaciones puede realizarse mediante el uso de reactivos de 10 
acilación estándar tales como haluros de acilo, anhídridos, imidazoles de acilo, y similares. Tanto la N-acilación como 
la O-acilación pueden realizarse juntas, si es conveniente. 
 
Las sales de adición de ácido del péptido o variante del péptido, o de residuos amino del péptido o variante del péptido, 
pueden prepararse mediante el contacto del péptido o la amina con uno o más equivalentes del ácido inorgánico u 15 
orgánico conveniente, tal como, por ejemplo, ácido clorhídrico. Además, los ésteres de grupos carboxilo de los 
péptidos pueden prepararse mediante cualquiera de los métodos habituales conocidos en la técnica. 
 
Para los oligonucleótidos, los ejemplos de sales aceptables farmacéuticamente incluyen, pero no se limitan a (a) sales 
formadas con cationes tal como sodio, potasio, amonio, magnesio, calcio, poliaminas tales como espermina y 20 
espermidina, etcétera; (b) sales de adición de ácido formadas con ácidos inorgánicos, por ejemplo ácido clorhídrico, 
ácido bromhídrico, ácido sulfúrico, ácido fosfórico, ácido nítrico y similares; (c) sales formadas con ácidos orgánicos 
tales como, por ejemplo, ácido acético, ácido oxálico, ácido tartárico, ácido succínico, ácido maleico, ácido fumárico, 
ácido glucónico, ácido cítrico, ácido málico, ácido ascórbico, ácido benzoico, ácido tánico, ácido palmítico, ácido 
algínico, ácido poliglutámico, ácido naftalenosulfónico, ácido metanosulfónico, ácido p-toluenosulfónico, ácido 25 
naftalenodisulfónico, ácido poligalacturónico y similares; y (d) sales formadas a partir de aniones elementales tales 
como cloro, bromo y yodo. 
 
Los oligonucleótidos descritos en la presente descripción pueden prepararse adicionalmente o alternativamente para 
administrarse en forma de "profármaco". El término "profármaco" indica un agente terapéutico que se prepara en una 30 
forma inactiva que se convierte en una forma activa (es decir, fármaco) dentro del cuerpo o de las células de este 
mediante la acción de enzimas endógenas u otras sustancias químicas y/o condiciones. En particular, las versiones 
de profármacos de los oligonucleótidos pueden prepararse como derivados de SATE [(S-acetil-2-tioetil) fosfato], de 
acuerdo con los métodos descritos en el documento WO 93/24510 de Gosselin y otros, publicado el 9 de diciembre 
de 1993. 35 
 
Los compuestos descritos en la presente descripción pueden formularse en una composición farmacéutica, que puede 
incluir vehículos aceptables farmacéuticamente, espesantes, diluyentes, tampones, conservantes, agentes 
tensioactivos, lípidos neutros o catiónicos, complejos lipídicos, liposomas, potenciadores de la penetración, 
compuestos transportadores y otros vehículos o excipientes aceptables farmacéuticamente y similares, además del 40 
oligonucleótido. 
 
Las composiciones farmacéuticas pueden incluir, además, uno o más ingredientes activos tales como interferones, 
agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, anestésicos, y similares. Las formulaciones para administración 
parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que, además, pueden contener tampones, liposomas, 45 
diluyentes y otros aditivos adecuados. Las composiciones farmacéuticas que comprenden los oligonucleótidos 
descritos en la presente descripción pueden incluir potenciadores de la penetración para mejorar el suministro 
alimentario de los oligonucleótidos. Los potenciadores de la penetración pueden clasificarse como pertenecientes a 
una de cinco categorías amplias, es decir, ácidos grasos, sales biliares, agentes quelantes, tensioactivos y no 
tensioactivos (Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 8, 91-192 (1991); Muranishi, Critical 50 
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 7, 1-33 (1990)). Pueden incluirse uno o más potenciadores de la 
penetración de una o más de estas categorías amplias. 
 
Diversos ácidos grasos y sus derivados que actúan como potenciadores de la penetración incluyen, por ejemplo, ácido 
oleico, ácido láurico, ácido cáprico, ácido mirístico, ácido palmítico, ácido esteárico, ácido linoleico, ácido linolénico, 55 
dicaprato, tricaprato, recinleato, monooleína (un k.a. 1-monooleoil-rac-glicerol), dilaurina, ácido caprílico, ácido 
araquidónico, gliceril 1-monocaprato, 1-dodecilazacicloheptan-2-ona, acilcarnitinas, acilcolinas, mono y diglicéridos y 
sales aceptables fisiológicamente de estos (es decir, oleato, laurato, caprato, miristato, palmitato, estearato, linoleato, 
etcétera). Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems page 92 (1991); Muranishi, Critical 
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 7, 1 (1990); El-Hariri y otros, J. Pharm. Pharmacol. 44, 651-654 (1992)). 60 
 
The physiological roles of bile include the facilitation of dispersion and absorption of lipids and fat-soluble vitamins 
(Brunton, Capítulos 38 In: Goodman & Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 9na Ed., Hardman y otros 
McGraw-Hill, Nueva York, N. Y., páginas 934-935 (1996)). Diversas sales biliares naturales, y sus derivados sintéticos, 
actúan como potenciadores de la penetración. Por lo tanto, el término "sal biliar" incluye cualquiera de los componentes 65 
de origen natural de la bilis, así como también cualquiera de sus derivados sintéticos. 
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Pueden usarse formulaciones complejas que comprenden uno o más potenciadores de la penetración. Por ejemplo, 
pueden usarse las sales biliares en combinación con ácidos grasos para hacer formulaciones complejas. Los agentes 
quelantes incluyen, pero no se limitan a, etilendiaminotetraacetato disódico (EDTA), ácido cítrico, salicilatos (por 
ejemplo, salicilato de sodio, 5-metoxisalicilato y homovanilato), derivados de N-acilo de colágeno, lauret-9 y derivados 
de N-amino acilo de beta-dicetonas (enaminas) [Lee y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 5 
página 92 (1991); Muranishi, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 7, 1-33 (1990); Buur y otros, J. 
Control Rel. 14, 43-51 (1990)). Los agentes quelantes tienen la ventaja adicional de servir, además, como inhibidores 
de la ADNasa. 
 
Los tensioactivos incluyen, por ejemplo, laurilsulfato de sodio, polioxietilen-9-lauril éter y polioxietilen-20-cetil éter (Lee 10 
y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems page 92 (1991)); y emulsiones perfluoroquímicas, tales 
como FC-43 (Takahashi y otros, J. Pharm. Phamacol. 40, 252-257 (1988)). Los no tensioactivos incluyen, por ejemplo, 
ureas cíclicas insaturadas, derivados de 1-alquilo- y 1-alquenilazaciclo-alcano (Lee y otros, Critical Reviews in 
Therapeutic Drug Carrier Systems page 92 (1991)); y agentes antiinflamatorios no esteroideos tales como diclofenaco 
sódico, indometacina y fenilbutazona (Yamashita y otros, J. Pharm. Pharmacol. 39, 621-626 (1987)). 15 
 
Como se usa en la presente descripción, "compuesto vehículo" incluye un ácido nucleico, o análogo de este, que es 
inerte (es decir, no posee actividad biológica per se) pero se reconoce como un ácido nucleico por los procesos in vivo 
que reducen la biodisponibilidad de un ácido nucleico que tiene actividad biológica, por ejemplo, mediante la 
degradación del ácido nucleico biológicamente activo o promoviendo su eliminación de la circulación. La 20 
administración conjunta de un ácido nucleico y un compuesto vehículo, típicamente, con un exceso de esta última 
sustancia, puede resultar en una reducción sustancial de la cantidad de ácido nucleico recuperado en el hígado, riñón 
u otros depósitos extracirculatorios, presumiblemente, debido a la competencia entre el compuesto vehículo y el ácido 
nucleico por un receptor común. A diferencia de un compuesto vehículo, un "vehículo aceptable farmacéuticamente" 
(excipiente) es un disolvente, agente de suspensión o cualquier otro vehículo farmacológicamente inerte aceptable 25 
farmacéuticamente para suministrar uno o más ácidos nucleicos a un animal. El vehículo aceptable farmacéuticamente 
puede ser líquido o sólido y se selecciona teniendo en cuenta la forma de administración planificada para proporcionar 
el volumen, la consistencia, etcétera, conveniente, cuando se combina con un ácido nucleico y los otros componentes 
de una composición farmacéutica dada. Los vehículos aceptables farmacéuticamente típicos incluyen, pero no se 
limitan a, agentes aglutinantes (por ejemplo, almidón de maíz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o 30 
hidroxipropilmetilcelulosa, etcétera); agentes de relleno (por ejemplo, lactosa y otros azúcares, celulosa microcristalina, 
pectina, gelatina, sulfato de calcio, etilcelulosa, poliacrilatos o hidrógeno fosfato de calcio, etcétera); lubricantes (por 
ejemplo, estearato de magnesio, talco, sílice, dióxido de silicio coloidal, ácido esteárico, estearatos metálicos, aceites 
vegetales hidrogenados, almidón de maíz, polietilenglicoles, benzoato de sodio, acetato de sodio, etcétera); 
desintegrantes (por ejemplo, almidón, almidón glicolato de sodio, etcétera); o agentes humectantes (por ejemplo, 35 
laurilsulfato de sodio, etcétera). 
 
Las composiciones descritas en la presente descripción pueden contener adicionalmente otros componentes 
adyuvantes que se encuentran convencionalmente en composiciones farmacéuticas, a los niveles de uso establecidos 
en la técnica. Por lo tanto, por ejemplo, las composiciones pueden contener materiales farmacéuticamente activos 40 
adicionales compatibles, tales como, por ejemplo, antipruríticos, astringentes, anestésicos locales o agentes 
antiinflamatorios, o pueden contener materiales adicionales útiles para formular físicamente diversas formas de 
dosificación de la composición útiles en el presente invención, tales como colorantes, agentes aromatizantes, 
conservantes, antioxidantes, opacificadores, agentes espesantes y estabilizadores. Sin embargo, tales materiales, 
cuando se agregan, no deberían interferir indebidamente con las actividades biológicas de los componentes de las 45 
composiciones descritas en la presente descripción. 
 
Independientemente del método por el cual los compuestos (por ejemplo, oligonucleótidos, péptidos miméticos, 
etcétera) se introducen en un paciente, los sistemas de dispersión coloidal pueden usarse como vehículos de 
administración para mejorar la estabilidad in vivo de los oligonucleótidos y/o dirigir los oligonucleótidos a un órgano, 50 
tipo de tejido o célula particular. Los sistemas de dispersión coloidal incluyen, pero no se limitan a, complejos de 
macromoléculas, nanocápsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lípidos que incluyen emulsiones de aceite 
en agua, micelas, micelas mixtas, liposomas y complejos lípido:oligonucleótido de estructura no caracterizada. Un 
sistema de dispersión coloidal preferido es una pluralidad de liposomas. Los liposomas son esferas microscópicas que 
tienen un núcleo acuoso rodeado por una o más capas externas formadas por lípidos dispuestos en una configuración 55 
de bicapa (ver, generalmente, Chonn y otros, Current Op. Biotecnología 6, 698-708 (1995)). 
 
En determinadas modalidades, los compuestos antisentido y los péptidos miméticos pueden incorporarse o usarse 
junto con una porción que dirige la biodistribución, que incluye uno o más polímeros, para dirigir la biodistribución del 
compuesto antisentido, péptido mimético, u otro compuesto descrito en la presente descripción a la proximidad de una 60 
diana conveniente o para permitir la liberación continua de este. Los agentes activos incluyen, por ejemplo, 
compuestos útiles para aumentar la eficacia terapéutica, para optimizar la biodistribución y la biodisponibilidad, para 
reducir el daño tisular, para promover la cicatrización, o para aumentar la comodidad del paciente; los agentes activos 
ilustrativos incluyen agentes vasoactivos, anestésicos, agentes terapéuticos para isquemia, factores de crecimiento y 
citocinas. Alternativamente, pueden usarse formas de dosificación de perlas poliméricas microparticuladas o 65 
nanoparticuladas en la composición descrita en la presente descripción. Los compuestos descritos en la presente 
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descripción pueden usarse en combinación con un agente activo y encapsulados en una forma de dosificación 
particulada con una serie de moléculas de ligando o anti-ligando unidas a este. 
 
De esta manera, los péptidos miméticos, los compuestos antisentido, y otros compuestos descritos en la presente 
descripción, solos o en combinación con otros agentes activos, se liberan en ese sitio a lo largo del tiempo para 5 
proporcionar un beneficio terapéutico sostenido. Las formas de dosificación de liberación sostenida son útiles, además, 
con respecto a otros agentes activos útiles en la práctica de la presente invención, tales como factores de crecimiento, 
citocinas, y similares. La liberación del agente activo de las formas de dosificación particulada útiles en la presente 
invención puede ocurrir como un resultado de la difusión y la erosión de la matriz particulada. La tasa de 
biodegradación impacta directamente la cinética de liberación del agente activo. 10 
 
En determinadas modalidades, las formulaciones parenterales de liberación controlada de las composiciones de 
péptidos miméticos, compuestos antisentido, y compuestos útiles en la presente invención pueden prepararse como 
implantes, inyecciones oleosas, o como sistemas particulados. Los sistemas particulados incluyen microesferas, 
micropartículas, microcápsulas, nanocápsulas, nanoesferas, y nanopartículas. Las microcápsulas contienen la 15 
proteína terapéutica como un núcleo central. En las microesferas, el producto terapéutico se dispersa por toda la 
partícula. Los liposomas pueden usarse para la liberación controlada, así como también para el direccionamiento del 
fármaco, del fármaco atrapado. 
 
Los polinucleótidos antisentido pueden estar presentes en una forma sustancialmente aislada. Se entenderá que el 20 
producto puede mezclarse con vehículos o diluyentes que no interferirán con el propósito previsto del producto y aún 
se considerarán sustancialmente aislados. Un producto puede, además, estar en una forma sustancialmente 
purificada, en cuyo caso generalmente comprenderá el 90 %, por ejemplo, al menos aproximadamente el 95 %, 98 % 
o 99 % del polinucleótido o la masa seca de la preparación. 
 25 
En determinadas modalidades, la composición farmacéutica útil en la invención, que incluye compuestos antisentido 
o péptidos miméticos, puede administrarse localmente, o por las vías nasal, oral, gastrointestinal, intrabronquial, 
intravesical, intravaginal, en el útero, subcutáneamente, intramuscularmente, periarticularmente, intraarticularmente, 
en el líquido cefalorraquídeo (ICSF), en el tejido cerebral (por ejemplo, administración intracraneal), en la médula 
espinal, en heridas, intraperitonealmente o intrapleuralmente, o sistémicamente, por ejemplo, intravenosamente, 30 
intraarterialmente, intraportalmente o directamente dentro del órgano, tal como el corazón. Un agente administrado 
por vía intravenosa se vuelve biodisponible más rápido que un agente administrado por otras vías, por lo tanto, 
generalmente hace que los agentes administrados por vía intravenosa sean más tóxicos. Alternativamente, la 
administración intraarterial de los compuestos antisentido, péptidos miméticos, y otros compuestos útiles en la 
invención puede aplicarse a enfermedades diana presentes en órganos o tejidos para los que las arterias de suministro 35 
son accesibles. Las aplicaciones para el suministro intraarterial incluyen, por ejemplo, el tratamiento de afecciones 
relacionadas con el hígado mediante la administración en las arterias hepáticas, afecciones relacionadas con el 
cerebro mediante la administración en las arterias carótidas, afecciones relacionadas con los pulmones mediante 
administración en las arterias bronquiales y afecciones relacionadas con riñones mediante administración en las 
arterias renales. Por lo tanto, por ejemplo, en determinadas modalidades, el compuesto es un péptido/polipéptido (por 40 
ejemplo, péptido mimético) para administración sistémica, y en otras modalidades, el compuesto es un 
péptido/polipéptido (por ejemplo, péptido mimético) para administración directa (por ejemplo, a los ventrículos del 
cerebro o dentro de la médula espinal). 
 
Por ejemplo, la patente de los EE.UU. 6.752.987 y la Aplicación publicada de los EE.UU. Núm. 20030148968 de 45 
Hammond, que describen la administración in vivo para la enfermedad cardíaca, que puede lograrse mediante la 
inyección de la composición farmacéutica en un vaso sanguíneo u otro conducto que suministra directamente al 
miocardio o al tejido. Preferentemente, la inyección puede realizarse mediante la administración en una o ambas 
arterias coronarias u otras arterias específicas del tejido (o mediante una inyección en bolo en el tejido periférico). A 
modo de ilustración, para la administración al miocardio, tal inyección se logra, preferentemente, mediante un catéter 50 
que se introduce sustancialmente (típicamente al menos aproximadamente 1 cm) dentro del lumen de una o ambas 
arterias coronarias o una o más venas safenas o injertos de arteria mamaria interna u otros conductos que transportan 
sangre al miocardio. Preferentemente, la inyección se realiza en las arterias coronarias izquierda y derecha para 
proporcionar una distribución general a todas las áreas del corazón. Para aumentar aún más el suministro localizado 
de los péptidos miméticos o péptidos miméticos en combinación con el agente activo, y para mejorar la eficacia del 55 
suministro, de acuerdo con la presente invención, puede infundirse un agente vasoactivo, preferentemente histamina 
o un agonista de histamina o una proteína factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o un donante de óxido 
nítrico (por ejemplo, nitroprusiato de sodio), en el tejido a tratar, ya sea coincidentemente o, preferentemente, dentro 
de varios minutos antes de la introducción de los péptidos miméticos o péptidos miméticos en combinación con agentes 
activos. 60 
 
En un aspecto, los métodos de administración espinal incluyen, pero no se limitan a, técnicas de inyecciones espinales 
conocidas en la técnica. Los métodos generales de inyección o administración intraespinal incluyen, por ejemplo, 
inyecciones epidurales (que incluyen inyecciones de bloqueo caudal, translumbar y transforaminal); inyecciones de la 
articulación facetaria (que incluyen las inyecciones interarticulares y de bloqueo nervioso); inyecciones mediante 65 
máquinas; inyecciones de la articulación sacroilíaca, e inyecciones diferenciales de las extremidades inferiores. Con 
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la mayoría de las inyecciones espinales, se inyecta conjuntamente un anestésico local (medicamento anestésico) tal 
como, por ejemplo, lidocaína (o Xilocaína) o Bupivacaína (Marcaine), en un área específica de la columna vertebral. 
 
En determinados aspectos, los compuestos antisentido o péptidos miméticos pueden administrarse solos o 
administrarse conjuntamente en combinación con agentes usados para el tratamiento general del accidente 5 
cerebrovascular e isquemia. Estos incluyen, por ejemplo, el accidente cerebrovascular isquémico, que se trata 
mediante la eliminación de la obstrucción y restableciendo el flujo sanguíneo al cerebro, y 2) el accidente 
cerebrovascular hemorrágico, que implica la introducción de una obstrucción para evitar la ruptura y el sangrado de 
aneurismas y malformaciones arteriovenosas. En un aspecto, los tratamientos para el accidente cerebrovascular 
isquémico pueden incluir el uso de destructores de coágulos, tal como el tPA. Generalmente, el tPA se administra 10 
dentro de un período de tres horas a partir del inicio de los síntomas. En otro aspecto, el tratamiento puede incluir 
medidas preventivas con la administración de anticoagulantes/antiplaquetarios. Los agentes antiplaquetarios tales 
como la aspirina, y los anticoagulantes tales como la warfarina interfieren con la capacidad de coagulación de la sangre 
y pueden usarse para prevenir la aparición de un accidente cerebrovascular. En un aspecto, los tratamientos para el 
accidente cerebrovascular isquémico pueden incluir la Endarterectomía Carotídea, que es un procedimiento en el que 15 
se extrae quirúrgicamente lo que obstruye el vaso sanguíneo de la arteria carótida. En otro aspecto, los tratamientos 
para el accidente cerebrovascular isquémico pueden incluir Angioplastia/Stents, que implica el uso de angioplastia con 
balón y pantallas de acero implantables llamadas stents para tratar enfermedades cardiovasculares en las que se usan 
dispositivos mecánicos para remediar la acumulación de grasa que obstruye el vaso. Para el accidente 
cerebrovascular hemorrágico, a menudo se recomienda el tratamiento quirúrgico para colocar un clip de metal en la 20 
base, llamado cuello, del aneurisma o para eliminar los vasos anormales que comprenden una Malformación 
Arteriovenosa (AVM). Uno de tales ejemplos son los Procedimientos Endovasculares, por ejemplo, "bobinas", que son 
menos invasivos e implican el uso de un catéter que se introduce a través de una arteria principal en la pierna o el 
brazo, guiado hacia el aneurisma o AVM donde deposita un agente mecánico, tal como como una bobina, para evitar 
la ruptura. 25 
 
En determinados aspectos, los compuestos antisentido o péptidos miméticos pueden administrarse conjuntamente 
como una modalidad combinada para el tratamiento quirúrgico del accidente cerebrovascular y la isquemia. Las 
intervenciones quirúrgicas para el tratamiento del accidente cerebrovascular incluyen, pero no se limitan a, las 
modalidades quirúrgicas convencionales para el tratamiento del accidente cerebrovascular, que pueden usarse para 30 
prevenir el accidente cerebrovascular, tratar el accidente cerebrovascular agudo, o reparar el daño vascular o las 
malformaciones (por ejemplo, AVM) en y alrededor del cerebro. Estos incluyen, por ejemplo, la endarterectomía 
carotídea, que es un procedimiento usado para eliminar la placa aterosclerótica de la arteria carótida cuando este vaso 
está bloqueado; y la derivación extracraneal/intracraneal (EC/IC); que es un procedimiento que restaura el flujo 
sanguíneo hacia un área de tejido cerebral privado de sangre, mediante el redireccionamiento de una arteria sana en 35 
el cuero cabelludo hacia el área del tejido cerebral afectado por una arteria bloqueada. 
 
En otros aspectos, las modalidades quirúrgicas para el accidente cerebrovascular o la isquemia incluyen, por ejemplo, 
la técnica del clampeo, que es útil para el tratamiento de aneurismas cerebrales que causan hemorragia 
subaracnoidea. El campleo implica el pinzamiento del aneurisma del vaso sanguíneo, lo que reduce la posibilidad de 40 
que explote y sangre. En otro aspecto, la modalidad quirúrgica puede incluir una "técnica de bobina desmontable" para 
el tratamiento de aneurismas intracraneales de alto riesgo. La técnica generalmente implica la inserción de una 
pequeña bobina de platino a través de una arteria en el muslo y enhebrada a través de las arterias hasta el sitio del 
aneurisma. Después, la bobina se libera en el aneurisma, donde evoca una respuesta inmunitaria del cuerpo. El cuerpo 
produce un coágulo de sangre dentro del aneurisma, lo que fortalece las paredes arteriales y reduce el riesgo de 45 
ruptura. Una vez que el aneurisma se estabiliza, un neurocirujano puede recortar el aneurisma con menos riesgo de 
hemorragia y muerte para el paciente. Además, se contempla que el tratamiento quirúrgico del accidente 
cerebrovascular incluya técnicas desarrolladas recientemente, tal como la Microcirugía Estereotáctica para AVM y 
Aneurismas. Esta emplea tecnología informática sofisticada y principios geométricos para determinar la ubicación 
precisa de la AVM. Durante el procedimiento, se fija un marco a la medida de la cabeza del paciente y se establecen 50 
puntos de referencia tridimensionales mediante CT o MRI. Esta técnica permite a los neurocirujanos ubicar las AVM 
dentro de uno o dos milímetros de manera que puedan operar, mediante el uso de métodos mejorados con microscopio 
e instrumentos delicados, sin afectar el tejido cerebral normal. Otras modalidades incluyen, por ejemplo, la 
Radiocirugía Estereotáctica para AVM, que es un procedimiento mínimamente invasivo y de riesgo relativamente bajo 
que usa las mismas técnicas básicas que la microcirugía estereotáctica para determinar la ubicación precisa de las 55 
AVM. Una vez ubicada, la AVM puede ser obliterada mediante el enfoque de un haz de radiación que hace que se 
coagule y después desaparezca. Debido a la precisión de esta técnica, el tejido cerebral normal generalmente no se 
ve afectado. Otras modalidades incluyen, por ejemplo, la Hipotermia, que utiliza la hipotermia (enfriamiento del cuerpo) 
para prevenir el accidente cerebrovascular durante el tratamiento quirúrgico de aneurismas gigantes y complejos o 
AVM difíciles. Bajar la temperatura del cerebro le da al cirujano el tiempo necesario para operar con un riesgo mínimo 60 
de accidente cerebrovascular inducido por la cirugía. El equipo especial conocido como máquina de derivación 
cardiopulmonar a veces se usa para desviar completamente el flujo sanguíneo del cerebro mientras el cuerpo se 
encuentra bajo una hipotermia profunda. Otras modalidades incluyen, por ejemplo, la revascularización, que es una 
técnica quirúrgica para tratar aneurismas o arterias cerebrales bloqueadas. La técnica esencialmente proporciona una 
nueva ruta de sangre al cerebro mediante el injerto de otro vaso en una arteria cerebral o al proporcionar una nueva 65 
fuente de flujo sanguíneo al cerebro. 
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En determinadas modalidades, la administración dirigida puede realizarse mediante el uso de compuestos antisentido 
o péptidos miméticos solos o en combinación con otros agentes activos tales como, por ejemplo, compuestos útiles 
para aumentar la eficacia, reducir el daño tisular, promover la cicatrización, o aumentar la comodidad del paciente. La 
solicitud de patente publicada en EE.UU. 20040259768 describe métodos y agentes para la liberación dirigida. 
 5 
Puede usarse una diversidad de catéteres y rutas de suministro para lograr el suministro intracoronario, como se 
conoce en la técnica. Por ejemplo, una diversidad de catéteres de propósito general, así como también catéteres 
modificados, adecuados para su uso en la presente invención están disponibles de proveedores comerciales tales 
como Advanced Cardiovascular Systems (ACS), Target Therapeutics y Cordis. Además, cuando el suministro al 
miocardio se logra mediante inyección directamente en una arteria coronaria (que actualmente es la más preferida), 10 
pueden usarse numerosos enfoques para introducir un catéter en la arteria coronaria, como se conoce en la técnica. 
A modo de ilustración, un catéter puede introducirse convenientemente en una arteria femoral y enhebrarlo en sentido 
retrógrado a través de la arteria ilíaca y la aorta abdominal y dentro de una arteria coronaria. Alternativamente, un 
catéter puede introducirse primero en una arteria braquial o carótida y enhebrarlo en sentido retrógrado hacia una 
arteria coronaria. Pueden encontrarse descripciones detalladas de estas y otros procedimientos en la técnica (ver, por 15 
ejemplo, Topol, E J (ed.), The Textbook of Interventional Cardiology, 2da Ed. (W.B. Saunders Co. 1994); Rutherford, 
R B, Vascular Surgery, 3ra Ed. (W.B. Saunders Co. 1989); Wyngaarden J B y otros, (eds.), The Cecil Textbook of 
Medicine, 19na Ed. (W. B. Saunders, 1992); y Sabiston, D, The Textbook of Surgery, 14va Ed. (W.B. Saunders Co. 
1991)). 
 20 
Los compuestos descritos en la presente descripción pueden administrarse por vía parenteral. A veces se prefiere que 
determinados compuestos se combinen con un vehículo o diluyente aceptable farmacéuticamente para producir una 
composición farmacéutica. Los vehículos y diluyentes adecuados incluyen soluciones salinas isotónicas, por ejemplo, 
solución salina tamponada con fosfato. La composición puede formularse para administración parenteral, 
intramuscular, intracerebral, intravenosa, subcutánea o transdérmica. La absorción de ácidos nucleicos por las células 25 
de mamíferos se potencia mediante numerosas técnicas conocidas de transfección, por ejemplo, las que usan agentes 
de transfección. La formulación que se administra puede contener tales agentes. Ejemplos de estos agentes incluyen 
agentes catiónicos (por ejemplo, fosfato de calcio y DEAE-dextrano) y lipofectantes (por ejemplo, lipofectamTM y 
transfectam TM). 
 30 
Las formulaciones para administración tópica pueden incluir parches transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, 
geles, gotas, supositorios, aerosoles, líquidos y polvos. Los vehículos farmacéuticos convencionales, bases acuosas, 
en polvo o aceitosas, espesantes y similares pueden ser necesarios o convenientes. Además, pueden ser útiles 
guantes recubiertos, condones y similares. Las composiciones para administración oral incluyen polvos o gránulos, 
suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, cápsulas, bolsitas o tabletas. Pueden ser convenientes los 35 
espesantes, agentes aromatizantes, diluyentes, emulsionantes, agentes dispersantes o aglutinantes. Las 
composiciones para administración parenteral pueden incluir soluciones acuosas estériles que, además, pueden 
contener tampones, diluyentes y otros aditivos adecuados. En algunos casos, puede ser más efectivo tratar a un 
paciente con un oligonucleótido junto con otras modalidades terapéuticas tradicionales para aumentar la eficacia de 
un régimen de tratamiento. Como se usa en la presente descripción, el término "régimen de tratamiento" pretende 40 
abarcar modalidades terapéuticas, paliativas y profilácticas. 
 
La dosificación puede depender de una serie de factores, que incluyen la gravedad y la capacidad de respuesta del 
estado de la enfermedad a tratar, y que el curso del tratamiento perdure de varios días a varios meses, o hasta que 
se efectúe una cura o se logre una disminución del estado de la enfermedad. La toxicidad y la eficacia terapéutica de 45 
los compuestos descritos en la presente descripción pueden determinarse mediante procedimientos farmacéuticos 
estándar en cultivos celulares o en animales de experimentación. Por ejemplo, para determinar la LD50 (la dosis letal 
para el 50 % de la población) y la ED50 (la dosis terapéuticamente efectiva en el 50 % de la población). La relación de 
dosis entre los efectos tóxicos y terapéuticos es el índice terapéutico y puede expresarse como la relación LD50/ED50. 
Se prefieren los compuestos que exhiben grandes índices terapéuticos. Si bien pueden usarse compuestos que 50 
exhiben efectos secundarios tóxicos, debe tenerse cuidado al diseñar un sistema de administración que dirija tales 
compuestos al sitio de los tejidos afectados para minimizar el daño potencial a las células no infectadas y, por lo tanto, 
reducir los efectos secundarios. 
 
Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y de estudios en animales pueden usarse para formular un 55 
intervalo de dosificación para usar en humanos. La dosificación de tales compuestos se encuentra, preferentemente, 
dentro de un intervalo de concentraciones circulantes que incluyen la ED50 con poca o ninguna toxicidad. La 
dosificación puede variar dentro de este intervalo en dependencia de la forma de dosificación empleada y de la vía de 
administración utilizada. Para cualquier compuesto usado en el método de la invención, la dosis con eficacia 
terapéutica puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular. Puede formularse una dosis en 60 
modelos animales para lograr un intervalo de concentración plasmática circulante que incluya la IC50 (es decir, la 
concentración del compuesto de prueba que logra la mitad de una inhibición máxima de los síntomas) como se 
determinó en el cultivo celular. Tal información puede usarse para determinar con mayor precisión las dosis útiles en 
humanos. Los niveles en plasma pueden medirse, por ejemplo, mediante cromatografía líquida de alta resolución. Los 
horarios de dosificación pueden calcularse a partir de mediciones de la acumulación de los fármacos en el cuerpo del 65 
paciente. Las dosis pueden variar en dependencia de la potencia relativa de los compuestos individuales, que incluye 
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los péptidos miméticos u oligonucleótidos, y generalmente pueden estimarse en función de las EC50 encontradas 
como eficaces in vitro y en modelos animales in vivo. 
 
Las cantidades de dosificación adecuadas pueden variar, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 ug hasta una dosis 
total de aproximadamente 1 gramo, en dependencia de la vía de administración. En la literatura se proporciona 5 
orientación sobre dosificaciones particulares y los métodos de administración y, generalmente, está disponible para 
los profesionales de la técnica. Los expertos en la técnica emplearán formulaciones diferentes para nucleótidos que 
para proteínas o sus inhibidores. De manera similar, el suministro de polinucleótidos, polipéptidos, y compuestos 
descritos en la presente descripción será específico para células, afecciones, y localizaciones particulares. En general, 
la dosificación es de 0,01 mg/kg a 100 mg por kg de peso corporal, y puede administrarse una o más veces al día, 10 
semanalmente, mensualmente o anualmente, o incluso una vez cada 2 a 20 años. En determinados casos descritos, 
la dosificación puede administrarse inmediatamente después de la cirugía hasta las 24 horas, en otros casos descritos; 
la dosificación se administra a partir de 2 horas y hasta 24 horas. Las composiciones de acción prolongada pueden 
administrarse cada 3 a 4 días, cada semana, o quincenalmente, en dependencia de la vida media y de la velocidad 
de eliminación de la formulación particular. Los expertos en la técnica pueden estimar fácilmente las tasas de repetición 15 
para la dosificación en base a los tiempos de residencia medidos y a las concentraciones del fármaco en fluidos o 
tejidos corporales. Después de un tratamiento exitoso, puede ser conveniente que el paciente se someta a una terapia 
de mantenimiento para evitar la recurrencia del estado de la enfermedad, en donde el péptido mimético se administra 
en dosis de mantenimiento, que varían desde 0,01 mg/kg a 100 mg por kg de peso corporal, una o más veces al día, 
a una vez cada 20 años. En el tratamiento o la prevención de afecciones que requieren modulación de la conexina, 20 
un nivel de dosificación apropiado generalmente será de aproximadamente 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal 
del paciente por día, que puede administrarse en dosis única o múltiples. Un nivel de dosificación adecuado puede ser 
de aproximadamente 1 a aproximadamente 40 mg/kg por día. En determinados casos descritos, los compuestos 
descritos en la presente descripción, que incluyen específicamente compuestos antisentido o péptidos miméticos, se 
administran en una cantidad para lograr concentraciones in vivo de aproximadamente 1 micromolar a 25 
aproximadamente 1 milimolar, de aproximadamente 10 micromolar a aproximadamente 500 micromolar, o de 
aproximadamente 30 micromolar a aproximadamente 300 micromolar, y de aproximadamente 25 micromolar a 
aproximadamente 300 micromolar de la concentración final sobre el sitio dañado, e incluye, aproximadamente 25 
micromolar, o aproximadamente 160 micromolar, o aproximadamente 300 micromolar de la concentración final sobre 
el sitio dañado, y aún más típicamente entre aproximadamente 1 micromolar a aproximadamente 10 micromolar. 30 
 
En otro aspecto, pueden administrarse inhibidores peptídicos y péptidos miméticos para lograr de aproximadamente 
0,1 microgramos por mL a aproximadamente 1 mg por mL, de aproximadamente 10 microgramos por mL a 
aproximadamente 500 microgramos por mL, o de aproximadamente 100 microgramos por mL a aproximadamente 500 
microgramos por mL, aproximadamente 250 microgramos por mL, o aproximadamente 300 microgramos por mL de 35 
la concentración final sobre el sitio dañado. 
 
El compuesto anticonexina (por ejemplo, moléculas miméticas peptídicas) se introduce en varias concentraciones 
diferentes, preferentemente, entre 1x10-10 M a 1 x 10-4 M. Una vez que se identifica la concentración mínima que 
puede modular adecuadamente una conexina (que incluye el control de la expresión génica), la dosis optimizada se 40 
traduce en una dosificación adecuada para usar in vivo. Por lo tanto, puede administrarse un compuesto anticonexina 
para lograr la concentración conveniente in vivo en una célula, tejido u órgano particular de un sujeto (por ejemplo, un 
mamífero). Por ejemplo, en determinadas modalidades se administra un péptido mimético u otro compuesto 
anticonexina basado en péptido (por ejemplo, sistémica, oral o parenteralmente, por ejemplo, IV, etcétera) para lograr 
una concentración final de péptido in vivo de aproximadamente 0,1 micromolar 1 x 10-7 M), aproximadamente 1 45 
micromolar (1 x 10-6 M), aproximadamente 2 micromolar (2 x 10-6 M), aproximadamente 3 micromolar (3 x 10-6 M), 
aproximadamente 5 micromolar (5 x 10-6 M), aproximadamente 10 micromolar (1 x 10-5 M), aproximadamente 50 
micromolar (5 x 10-5 M), aproximadamente 250 micromolar (2.5 x 10-4 M), aproximadamente 500 micromolar (5 x 10-4 
M), y 1 milimolar (1 x 10-3 M), y 5 milimolar (1 x 10-3 M) o mayor. Con algunos péptidos miméticos, es conveniente una 
concentración in vivo de aproximadamente 1 a 10 micromolar (1 x 10-6 M a 1 x 10-5 M), que incluye aproximadamente 50 
5 micromolar (5 x 10-6 M). En otro aspecto, un compuesto anticonexina basado en péptido se administra directamente 
a un tejido (por ejemplo, ventrículos del cerebro de un mamífero) en una cantidad de aproximadamente 0,1 
micromol/kg, 1 micromol/kg, 10 micromol/kg, 50 micromol/kg, 250 micromol/kg, 500 micromol/kg, 1000 micromol/kg, 
5000 micromol/kg. Por ejemplo, una concentración inhibidora en cultivo de 1 x 10-7 M se traduce en una dosis de 
aproximadamente 0,6 mg/kg de peso corporal para determinados compuestos. Los niveles de un compuesto 55 
anticonexina (por ejemplo, compuesto antisentido o moléculas de péptidos miméticos) que se aproximan a 100 mg/kg 
de peso corporal o más pueden ser posibles después de evaluar la toxicidad del compuesto en animales de laboratorio. 
Además, se contempla que las células del vertebrado se eliminen, se traten con el péptido mimético, y se reintroduzcan 
en el vertebrado. 
 60 
Los compuestos descritos en la presente descripción pueden usarse en diagnósticos, terapéuticos, profilaxis, y como 
reactivos de investigación y en kits. Dado que los oligonucleótidos útiles en esta invención se hibridan con ácidos 
nucleicos codificantes de conexina 43, pueden construirse fácilmente ensayos tipo sándwich, colorimétricos y otros 
para explotar este hecho. La provisión de medios para detectar la hibridación de oligonucleótidos con los genes o 
ARNm de conexina puede lograrse de manera rutinaria. Tal provisión puede incluir conjugación enzimática, marcaje 65 
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radioactivo o cualquier otro sistema de detección adecuado. Además, pueden prepararse kits para detectar la 
presencia o ausencia de conexina. 
 
Los compuestos descritos en la presente descripción pueden usarse, además, con fines de investigación. Por lo tanto, 
la hibridación específica que exhiben los oligonucleótidos puede usarse para ensayos, purificaciones, preparaciones 5 
de productos celulares y en otras metodologías que pueden apreciarse por los expertos en la técnica. 
 
Los siguientes Ejemplos se incluyen con fines ilustrativos y no limitativos. 
 
Ejemplo 1: sistema nervioso central 10 
 
El daño al sistema nervioso central puede ser devastador con un enorme costo a largo plazo para la sociedad en la 
atención al paciente. Los cambios patológicos que ocurren en el tejido neuronal gravemente lesionado comparten 
características comunes. Dentro de las 24 a 48 horas posteriores a la lesión, el daño se extiende significativamente 
aumentando el tamaño del área afectada. Esta propagación se extiende por el efecto circunstante mediado por las 15 
uniones de intersticio mediante el cual los canales de unión de intersticio propagan neurotoxinas y ondas de calcio 
desde el sitio del daño al tejido saludable. Lin, J.H. y otros, Nature Neurosci. 1: 431-432 (1998). Sin embargo, esto se 
acompaña, además, de la hinchazón inflamatoria que resulta en el cierre del espacio extracelular y en la muerte celular 
durante las siguientes 24 a 48 horas. En el daño cerebral fetal, la inflamación, por ejemplo, puede monitorearse como 
un cambio en la impedancia eléctrica cortical que mide el edema citotóxico Reddy, K., y otros, Pediatric Research 43: 20 
674 - 682 (1998). Este nuevo daño, que no es un resultado inmediato del insulto inicial sino eventos posteriores, que 
ocurren entre 6 y 48 horas después de la lesión, pero puede ser tan temprano como dos horas, proporciona una 
ventana de oportunidad para el tratamiento que previene la propagación del daño. 
 
La Figura 1 muestra que el edema y la inflamación se producen incluso cuando la médula se extirpa del animal (Figura 25 
1A). En ambos casos, el edema puede bloquearse mediante el uso de oligodesoxinucleótidos antisentido (ODN) que 
impiden la traducción de la proteína de unión de intersticio Conexina 43 (Figura 1B). En los segmentos de médula 
extirpada, el volumen de inflamación evaluado es significativamente diferente entre los tratados y los controles 
(evaluados midiendo el área de inflamación vista desde arriba, p=0,001). 
 30 
Esta inflamación observada después del daño del CNC y bloqueada mediante el uso de los ODN antisentido 
específicos de conexina indica que se están expresando hemicanales de unión de intersticio y que se abren en 
condiciones patológicas, lo que conduce a una vía directa entre el citoplasma celular y el espacio extracelular. Las 
neuronas mueren posteriormente. El examen de las células 24 horas después de la lesión muestra vacuolización y 
ampollas internas de la membrana (Figura 2) causadas por la absorción de líquido extracelular. Como se describe en 35 
las leyendas de la Figura 3A para las fotografías en color, el marcaje inmunohistoquímico de conexina 43 mediante el 
uso de anticuerpos que se unen al lazo extracelular (banda ancha en la parte superior izquierda del diagrama de 
topografía de conexina y marcado con Gap7M) y los anticuerpos contra la cola del carboxilo citoplasmático de la 
proteína (banda ancha en la parte inferior derecha del diagrama de topografía de conexina y marcado con GAPIA). El 
anticuerpo citoplasmático marca todas las proteínas conexinas 43 y se usa con un anticuerpo secundario marcado 40 
con fluorescencia roja. El anticuerpo Gap7M solo puede marcar lazos extracelulares expuestos de hemicanales y se 
usa con un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia verde. Gap7M está impedido estéricamente de unirse a 
los conexones acoplados que forman canales intactos entre las células y los únicos conexones que se marcan con 
ambos anticuerpos (y, por lo tanto, aparecerán amarillo cuando los anticuerpos secundarios rojo y verde se localizan 
juntos) existen como hemicanales. Figura 3B: Como se describió en las leyendas de la Figura para las fotografías en 45 
color, esta imagen muestra un marcaje doble con los dos anticuerpos descritos en la Figura 3A aplicados a las 
secciones de la médula espinal 24 horas después de una herida por aplastamiento. La imagen tiene pequeños puntos 
brillantes que son conexinas marcadas y puntos grandes y sombreados más claros que señalan los núcleos celulares 
marcados con DAPI. Una porción significativa de las conexinas marcadas aparece amarilla en las imágenes 
combinadas, lo que indican que los dos anticuerpos (Gap7M y GAPIA) se localizan juntos. Esto significa que los lazos 50 
extracelulares de conexina están expuestos y la mayoría de los conexones presentes no se han acoplado con los 
conexones de la célula vecina y permanece como hemicanales. Figure 3C: Como se describe en las leyendas de la 
Figura para las fotografías en color, esta imagen muestra un marcaje doble con los dos anticuerpos anti conexina 
descritos en la Figura 3A aplicados a la médula espinal 24 horas después de una herida por aplastamiento. En este 
caso, la aplicación de los ODN antisentido específicos de Conexina 43 se aplicaron para evitar la traducción de la 55 
proteína. Los hemicanales aparecerán como puntos brillantes (que aparecen de color amarillo en las imágenes en 
color donde el Gap7M marcado con fluorescencia verde y el GAPIA marcado con fluorescencia roja se localizan 
juntos). Los puntos más grandes y claros son los núcleos celulares marcados con DAPI. Se marcó poca proteína de 
unión de intersticio, y se ven pocos hemicanales en estas médulas tratadas. 
 60 
Además, se demostró que los anticuerpos de unión de intersticio que se unen y marcan los lazos extracelulares de la 
proteína conexina (anticuerpos Gap7M - Figura 3A) marcaron niveles extensos de proteína 24 horas después de la 
lesión de la médula espinal de rata (Figura 3B). Estos anticuerpos solo se unen a las porciones de hemicanales que 
interactúan para formar un multímero al acoplarse en la membrana. Estos datos indican que gran parte de la regulación 
positiva de conexina 43 observada en las primeras etapas después del daño del CNC permanece en forma de 65 
hemicanal. 
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La expresión de la proteína conexina y la formación de hemicanal se bloquea mediante el uso de los ODN antisentido 
específicos de conexina 43 aplicados en un gel Pluronic F-127 (Poloxámero) en el momento de la herida (Figura 3C). 
 
Este tratamiento indica que el tratamiento con ODN en un modelo de explante tiene un efecto máximo sobre los niveles 
de proteína (caída máxima) a las 6 - 8 horas después de la aplicación, con una caída aparente dentro de las 2 horas 5 
y los niveles de proteína se recuperan después de aproximadamente 24 horas (ver Qiu y otros, 2003; Becker y otros, 
1999). De manera similar, en el cerebro, los cortes de tejido colocados en el cultivo se inflaman, pero la inflamación 
puede bloquearse con los ODN antisentido específicos de conexina 43 que evitan la formación de hemicanal (C Verde 
- datos no mostrados). 
 10 
Después de la lesión, la regulación positiva de los niveles de conexina conduce a la formación de hemicanal lo que 
causa edema y muerte celular. Sin embargo, esto no se restringe a la población neural. En los segmentos de la médula 
espinal extirpados, el marcaje de Isolectina B4 (que se une a los carbohidratos en la superficie de las células 
microgliales y en las células endoteliales de los vasos sanguíneos) perfila los capilares sanguíneos, incluso después 
de 5 días en cultivo, en el tejido tratado con el antisentido (Figura 5). En los segmentos de control quedan pocos 15 
capilares después de dos días (y después de 5 días, el marcaje predominante de Isolectina B4 es de células gliales 
de fenotipo de macrófago activado (espuma)). En los cortes de cerebro tratado con antisentido de conexina 43, los 
capilares permanecen intactos incluso después de dos semanas en cultivo; mientras que ninguno permanece en los 
cortes del control (datos no mostrados). 
 20 
Después de una lesión in vivo, en la médula espinal de rata, las ratas se trataron con ODN antisentido específicos de 
conexina y 24 horas después se inyectó albúmina de suero bovino fluoresceinada (BSA marcada con FITC) en la vena 
de la cola de la rata. Los animales del control muestran una fuga extensa del colorante desde el sistema vascular 
hacia los tejidos circundantes, incluso en el control simulado rostral al sitio de la herida (Figura 5A). En un contraste 
agudo, los animales tratados con antisentido muestran pocos signos de fuga con el colorante restringido al lecho 25 
capilar (Figura 5B). Además, las células endoteliales de los capilares, que expresan conexina 43, están formando 
hemicanales y se tornan dehiscentes. Es importante destacar que el tratamiento con el ODN antisentido específico de 
conexina 43, proporcionado en la presente descripción, previene la ruptura de la barrera hematoencefálica, la ruptura 
del sistema vascular (necesaria para la reperfusión y la recuperación) y la propagación del daño. Los resultados 
muestran que esta ruptura en el sistema capilar/de los vasos sanguíneos no se restringe al sistema nervioso central, 30 
y que una gama más amplia de aplicaciones, tales como para el tratamiento de las afecciones vasculares, se 
beneficiarían de la modulación de las conexinas. Como se describió en las leyendas de la Figura 5A para las fotografías 
en color, esta imagen muestra el triple marcaje de la pared del ventrículo del corazón de oveja 24 horas después de 
un infarto isquémico. Los cuatro paneles que comprende esta imagen son de tejido distante a la región infartada. El 
tejido está marcado con Isolectina B4 (panel superior izquierdo) que se une a las células endoteliales de los vasos 35 
sanguíneos, y con anticuerpos contra Gap7M (panel superior derecho) y anticuerpos contra conexina 43 (panel inferior 
izquierdo). Los anticuerpos Gap7M reconocen las regiones conservadas del lazo extracelular de las proteínas 
conexina, por lo que no son específicos de la isoforma de conexina, pero sí marcan los hemicanales (a estos se les 
impide estéricamente acceder a su epítopo en los canales intactos). La imagen superior izquierda muestra que la 
estructura capilar normal está presente en esta región. No hay hemicanales presentes (superior derecha) pero la 40 
conexina 43 está presente en discos intercalados del miocardio funcional (abajo a la izquierda). El panel inferior 
derecho muestra una superposición de las otras tres imágenes. Un pequeño marcaje de conexina 43 se superpone a 
las paredes de los vasos capilares ya que se asocia, predominantemente, con las células musculares. Como se 
describió en las leyendas de la Figura 5B para las fotografías en color, esta imagen muestra el triple marcaje de la 
pared del ventrículo del corazón de oveja 24 horas después de un infarto isquémico. La región observada está lejos 45 
del infarto, pero más cerca de este que lo que se mostró en la Figura 5B, que muestra que el tejido se marca con la 
Isolectina B4 (panel superior izquierdo) la cual se une a las células endoteliales de los vasos sanguíneos. La mayoría 
de los vasos aún están intactos, pero las paredes de los vasos están interrumpidas en áreas (áreas de marcaje 
disperso más amplio). Los anticuerpos contra Gap7M (panel superior derecho) marcan los hemicanales. Son evidentes 
parches alargados de marcaje denso de hemicanal. El panel inferior izquierdo muestra el marcaje de anticuerpos 50 
contra conexina 43. La comparación cuidadosa entre estos primeros tres paneles, o el análisis de los patrones 
presentes en el panel inferior derecho que muestra las otras tres fusiones, muestra que la conexina 43 únicamente se 
asocia con las células musculares. Sin embargo, el anticuerpo contra hemicanal tiene regiones marcadas de la pared 
de los vasos sanguíneos que parecen estar interrumpidas, lo que indica la presencia de hemicanales de conexón en 
esas áreas. Como se describió en las leyendas de la Figura 5C para las fotografías en color, esta imagen muestra el 55 
triple marcaje de la pared del ventrículo del corazón de oveja 24 horas después de un infarto isquémico. La región que 
se muestra está dentro de la propia área infartada. El tejido está marcado con Isolectina B4 (panel superior izquierdo) 
que se une a las células endoteliales de los vasos sanguíneos. La mayoría de los vasos aparecen interrumpidos (áreas 
de marcaje disperso en líneas discontinuas más amplio). Los anticuerpos contra Gap7M (panel superior derecho) 
marcan los hemicanales. Múltiples parches de marcaje denso del hemicanal son evidentes en todo el panel. El panel 60 
inferior izquierdo muestra el marcaje de anticuerpos contra conexina 43. La comparación cuidadosa entre estos tres 
primeros paneles, o el análisis de los patrones presentes en el panel inferior derecho que muestra los otros tres paneles 
fusionados, muestra que la conexina 43 se asociada con las células musculares, pero el marcaje está en parches 
cortos, muy diferente al marcaje habitual de conexina 43 en los discos intercalados del músculo cardíaco. Esto indica 
que los miocitos, además, se han dañado gravemente en esta región central del infarto. El anticuerpo anti hemicanal 65 
marcó conjuntamente regiones extensas de la pared de los vasos sanguíneos que parecen interrumpidas, lo que indica 
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la presencia de hemicanales de conexón en la pared de los vasos sanguíneos. Pocos capilares permanecen intactos 
aparentemente después de esta expresión de hemicanal. Aquí, como en la Figura 6B, el marcaje del anticuerpo Gap7M 
no se localiza junto con el marcaje de conexina 43 (como lo hace en la médula espinal - Figura 2B), lo que indica que 
deben ser de una isoforma diferente de proteína de unión de intersticio, muy probablemente conexina 45 (ver Carnelliti, 
P., y otros, Cardiovasc. Res. 62: 414 - 425 (2004). 5 
 
Ejemplo 2: sistema cardiovascular 
 
Este ejemplo examina la regulación y el papel de los hemicanales de unión de intersticio para mantener la integridad 
vascular en el lecho capilar adyacente al daño del tejido isquémico. Se administró una espuma de gel estéril a través 10 
de la arteria descendente anterior izquierda o circunfleja para inducir infartos transmurales del miocardio. El gel se 
suministró esencialmente de acuerdo con los métodos de Devlin, G., y otros, J. An ovine model of chronic stable heart 
failure. J. Card. Fail. 6: 140 - 143 (2000). El marcaje con Isolectina-B4 de las células endoteliales de los capilares 
muestra que el lecho capilar adyacente al tejido isquémico se está rompiendo. Recientemente hemos analizado el 
infarto progresivo en el modelo de infarto de oveja (Camelliti y otros, Spatially and temporally disctinct expression of 15 
fibroblast connexins after sheep infarction, Cardiovascular Research, 62:415-425 (2004)), y propusimos que esto es 
causado por un efecto circunstante mediado por unión de intersticio. Los datos presentados en la presente descripción 
indican un papel clave del efecto circunstante mediado por la unión de intersticio asociado con la dehiscencia de las 
células endoteliales y que sigue a la expresión de los hemicanales de unión de intersticio. En el marcaje triple del 
corazón de oveja isquémico de 24 horas mediante el uso de anticuerpos anti Isolectina-B4, anti conexina 43 y anti 20 
hemicanal los datos muestran que en este caso los hemicanales no son conexina 43, sino que parecen ser conexina 
45 (Figuras 6A, 6B, 6C). Tenga en cuenta que el anticuerpo Gap7M reconoce regiones conservadas del primer lazo 
extracelular de la proteína conexina y no es específico de conexina; este reacciona de forma cruzada con numerosos 
miembros de la familia conexina. La conexina 45 es la primera conexina que se regula positivamente después de una 
lesión cardíaca isquémica (Camelliti y otros, 2004). Esta serie de paneles (Figuras 6A, 6B, 6C) muestran que si bien 25 
el daño a las paredes de los vasos no aparece distante de la región infartada (Figura 6A), se vuelve progresivamente 
peor más cerca de la región del infarto (Figura 6B) y junto con la expresión del hemicanal. Dentro de la propia región 
del infarto (Figura 6C), la expresión de la proteína del hemicanal es alta, las paredes capilares están muy alteradas y 
los discos intercalados de miocitos (donde se encuentran las uniones de intersticio de conexina 43) se están 
dispersando. Como se describió en las leyendas de la Figura 6 para las fotografías en color, esta imagen muestra la 30 
Isolectina B4 (panel superior) que marca las células endoteliales capilares y el marcaje de anticuerpos contra la 
miomesina (panel central) que marca las líneas M en los sarcómeros de los miocitos en un infarto ventricular de 
corazón de oveja, 24 horas después de la isquemia. Esta región es la misma que la que se muestra en la Figura 6C. 
Los capilares sanguíneos están completamente interrumpidos y el patrón de bandas sarcoméricas de miocitos 
normales se ha destruido, lo que indica que la muerte de las células musculares está ocurriendo en paralelo con la 35 
desintegración de la pared del vaso. La imagen inferior es una fusión de las dos superiores que muestra la relación 
entre los capilares interrumpidos y el marcaje anormal de la banda muscular. 
 
La Figura 7 muestra el marcaje de Isolectina B4 de vasos sanguíneos interrumpidos dentro de la zona de infarto que 
se correlaciona con la interrupción del sarcómero ilustrada mediante el uso de los anticuerpos para miomesina que 40 
marcan las bandas M de los sarcómeros. Al igual que en los tejidos neurales, el daño posterior a las paredes de los 
vasos sanguíneos parece seguir a la expresión del hemicanal, y la muerte celular en general se vuelve significativa y 
como un resultado de la apertura del hemicanal. 
 
Se informó que en los corazones hipóxicos durante 30 minutos y reperfundidos con heptanol (un bloqueador no 45 
específico del canal de unión de intersticio) en el medio evitó la paradoja del oxígeno que conduce a la hipercontracción 
y a la muerte de los miocitos. Garcia-Dorada y otros, Circulation 96:3579-3586 (1997). Estos autores informaron que 
la hipercontractura puede transmitirse a los miocitos adyacentes a través de las uniones de intersticio. Nuestros datos 
son consistentes con la idea de que en 30 minutos la expresión del hemicanal puede jugar un papel importante en la 
hipercontractura. 50 
 
El aumento de la expresión de la proteína de unión de intersticio y la apertura del hemicanal en condiciones patológicas 
es lo que conduce a la dehiscencia de las células endoteliales y a la ruptura del sistema vascular cardíaco en las 
regiones que rodean el tejido dañado por isquemia. Este hallazgo, descrito por primera vez en la presente descripción, 
se cree que tiene una enorme importancia para el tratamiento de la lesión por reperfusión y es un mecanismo probable 55 
para el infarto progresivo. Robbins, S. and Cotran, R. 1979. Pathologic basis of disease. 2da Edición. WB Saunders 
Company, Philadelphia. 
 
Ejemplo 3: diseño de peptidos miméticos 
 60 
Diseño de péptidos miméticos 
 
En este ejemplo, se diseñaron nueve peptidomiméticos superpuestos para tener la misma secuencia de aminoácidos 
que las regiones del lazo extracelular de conexina 43, que se cree están involucradas en el proceso de acoplamiento 
del conexón (Foote y otros, J Cell Biol 140(5): 1187-97, (1998)). Todos estos péptidos particulares se diseñaron para 65 
tener una longitud de 11 - 13 residuos. Algunos péptidos incluyeron aminoácidos que coinciden con las porciones 
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externas de las subunidades transmembrana alfa helicoidales, que pueden mostrar una inhibición funcional mejorada. 
No todos estos péptidos son necesariamente específicos de conexina 43 debido a la conservación de secuencias de 
conexina en las regiones del lazo extracelular. 
 
Los péptidos dirigidos al conexón 43 (hemicanal) se muestran a más abajo. M1. 2, 3 y 4 se refieren a la 1era a 4ta 5 
regiones transmembranales de la proteína conexón 43 respectivamente. E1 y E2 se refieren al primer y segundo lazo 
extracelular respectivamente: 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
Ejemplo 5: pruebas funcionales de péptidos miméticos 
 25 
Se realizaron dos pruebas funcionales mediante el uso de los péptidos. Estas pruebas funcionales fueron (i) bloqueo 
de la absorción del colorante (Lucifer Yellow) por las células en los cortes de la médula espinal, y (ii) prevención del 
edema en los segmentos de la médula espinal (mediante el uso del antisentido específico de conexina 43 como un 
control positivo). Todos los péptidos usados se sintetizaron por Sigma-Genosys (Australia). 
 30 
Bloqueo de la absorción del colorante (Lucifer Yellow) por las células en los cortes de la médula espinal. 
 
Lucifer Yellow es un colorante pequeño soluble en agua, que se fija, capaz de pasar de una célula a otra a través de 
canales de unión de intersticio, pero no a través de la membrana celular. La adición de Lucifer Yellow al medio 
extracelular hace posible verificar la presencia de hemicanales de unión de intersticio abiertos. El colorante aparecerá 35 
en el citoplasma de las células que expresan los canales abiertos. 
 
Las ratas Wistar p7 se anestesiaron con dióxido de carbono e inmediatamente se decapitaron. La médula espinal se 
extirpó y se transfirió a una solución salina de Hank (HBSS) fría, equilibrada a pH 7,4. Cada rama de nervios y 
ligamentos se extrajo y la médula se transfirió a un cortador manual de tejidos y se cortaron una serie de cortes de 40 
500 micras de espesor. El daño causado por el corte induce la regulación positiva de conexina 43 a través de todo el 
corte (exacerbada por el efecto circunstante mediado por la unión de intersticio), y conduce a la expresión de los 
hemicanales de conexina. Los cortes se colocaron en insertos Millipore de 3 cm de diámetro en placas de 24 pocillos 
y se cultivaron en presencia de péptidos miméticos en el medio. La concentración final para los 9 péptidos evaluados 
fue de 500 micromolar. Los controles fueron; sin péptido añadido, o con 1 % de etanol o 1 % de DMSO que se 45 
adicionaron ya que algunos péptidos se disolvieron nuevamente en estos compuestos (los péptidos se recibieron 
liofilizados). Algunos cortes, además, se trataron en este momento con oligodesoxinucleótidos antisentido específicos 
de conexina 43 en gel Pluronic F-127 al 30 % o solo con gel, como experimentos de control. Los cortes tratados con 
oligodesoxinucleótidos antisentido indicaron que el antisentido impedía la expresión de conexina y, posteriormente, la 
absorción de colorantes, y por lo tanto, estos actuaban como un control positivo. 50 
 
Los cortes se incubaron durante cuatro horas a 37 grados C, y después se adicionó Lucifer Yellow 2,5 mg por mL a 
cada pocillo durante 30 minutos (en la oscuridad). Después, los tejidos se lavaron dos veces en PBS, con otros tres 
lavados de 10 minutos, y los cortes se fijaron con paraformaldehído al 4 %. Después se visualizaron mediante el uso 
de un microscopio confocal de escaneo láser Leica TCS4D para evaluar la absorción de colorante en las células, o 55 
no. 
 
Los resultados mostraron que los cortes cultivados solo con medio, y los cortes tratados con DMSO, etanol y gel 
solamente tuvieron una absorción de colorante significativa. Los cortes tratados con conexina 43 no tuvieron absorción 
del colorante. Los cortes tratados con péptidos mostraron una absorción del colorante considerable, con la excepción 60 
de los tratados con los siguientes péptidos (que tienen secuencias superpuestas): 
 
VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35), y 
SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) 

 65 

FEVAFLLIQWI (SEQ ID NO:32) M3 & E2 

LLIQWYIGFSL(SEQ ID NO:33) E2 

SLSAVYTCKRDPCPHQ(SEQ ID NO:34) E2 

VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35) E2 

SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) E2 & M4 

LGTAVESAWGDEQ (SEQ ID NO:37) M1& E1 

QSAFRCNTQQPG (SEQ ID NO:38) E1 

QQPGCENVCYDK(SEQ ID NO:39) E1 

VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO:40) E1 
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El nivel de absorción del colorante para los cortes tratados con los péptidos que tienen las SEQ ID NOS:32-34 
((FEVAFLLIQWI (SEQ ID NO:32), LLIQWYIGFSL (SEQ ID NO:33), SLSAVYTCKRDPCPHQ (SEQ ID NO:34)) y SEQ 
ID NOS:37-40 (LGTAVESAWGDEQ (SEQ ID NO:37), QSAFRCNTQQPG (SEQ ID NO:38). QQPGCENVCYDK (SEQ 
ID NO:39), y VCYDKSFPISHVR (SEQ ID NO:40)) fue comparable con los cortes de control. 
 5 
En resumen, estos datos muestran que los cortes de la médula espinal expresan hemicanales que se abren dentro de 
las 4 horas de la lesión. Es importante destacar que los datos muestran, además, que los péptidos correspondientes 
a las SEQ ID NOs: 35 y 36 son capaces de prevenir y/o bloquear y/o cerrar la apertura de los hemicanales y prevenir 
la inflamación. 
 10 
Prevención del edema en la médula espinal. 
 
El sistema descrito en el Ejemplo 1 se usó para examinar los efectos de los péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID 
NO:35) y SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) en segmentos de médula espinal cultivados para evaluar su capacidad para 
bloquear la inflamación. 15 
 
El péptido QQPGCENVCYDK (SEQ ID NO:39) se usó como control negativo porque permitía la absorción del colorante 
en los cultivos de los cortes descrito anteriormente, y por lo tanto se creía que no podía bloquear el edema en los 
segmentos. Nuevamente se usó DMSO como control adicional. 
 20 
Se colocaron segmentos de la médula espinal de 5 mm de largo en pocillos separados de una placa de 24 pocillos en 
HBSS. Los segmentos se mantuvieron en el fondo del pocillo mediante el uso de una pequeña gota de Superglue. Se 
eliminó el HBSS y se añadió péptido 500 micromolar (concentración final) a los medios (sin péptido para medio solo o 
controles de DMSO). Las placas se incubaron durante 24 horas, se retiraron los medios y el tejido se fijó con el fijador 
de Bouin durante 24 horas. El análisis implicó fotografiar segmentos de médula desde arriba, el programa Imagen J 25 
se usó para calcular el área total del segmento de médula en comparación con el área de inflamación en los extremos 
cortados de los segmentos. La inflamación (edema) se calculó como (área cultivada - área original dividida por el área 
original) para dar el % de inflamación. El análisis de varianza de factor único se usó para determinar la significación 
estadística, con un nivel de corte para la significación en p=0,05. 
 30 
Los resultados fueron que los segmentos de médula tratados con DMSO se inflamaron más (33 %) que todos los 
segmentos de médula de control inflamados 21 - 23 %. Los segmentos tratados con el péptido QQPGCENVCYDK 
(SEQ ID NO:39) mostraron, además, un 23 % de inflamación, pero los péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO:35) y 
SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) mostraron una reducción del 15 y 17 % respectivamente (Figura 8). La diferencia entre 
los segmentos de médulas tratadas con los péptidos VDCFLSRPTEKT (SEQ ID NO: 35) y SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 35 
36) y los controles fue significativa (p =0,43). El examen histológico posterior de los tejidos reveló que los segmentos 
tratados con el péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) conservaron una mejor morfología y, por lo tanto, los 
experimentos de dosis respuesta se realizaron con este péptido. 
 
La determinación de la concentración más efectiva del péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO: 36) para bloquear el edema 40 
en los segmentos de la médula espinal se realizó mediante el uso del mismo protocolo. En este caso, se determinó 
una respuesta a la dosis con la concentración final de péptidos usados a 5, 10, 50, 250 y 500 micromolar. Los 
resultados se muestran en la Figura 8. Curiosamente, la concentración más baja del péptido (5 micromolar) propició 
el mejor resultado (menos edema) en comparación con el medio solo (p= 0,001). El intervalo medio de 50 micromolar 
fue algo menos efectivo en experimentos repetidos. 45 
 
El análisis inmunohistoquímico mostró astrocitosis reducida (expresión de GFAP) en los segmentos tratados con el 
péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) después de 24 horas en cultivo. Nuevamente, 5 micromolar fue la dosis más 
eficaz para prevenir la respuesta inflamatoria, aunque la diferencia entre las concentraciones usadas fue menos 
marcada que en los experimentos de edema. Todos los tratamientos mostraron una expresión de la proteína acídica 50 
fibrilar de la glía (GFAP) significativamente reducida (área de marcaje por área de sección analizada mediante el uso 
de Imagen J) (Tabla 7). 
 
Nuestros experimentos indicaron que una dosis de 5 µmol/kg de peso cerebral para el experimento de oveja perinatal 
(promedio de 25 g a esta edad fetal) del peptidomimético seleccionado (SEQ ID NO: 36) administrado en 1 mL de CSF 55 
artificial i.c.v. (vs. vehículo de LCR solo) durante una hora, seguido de 1 mL adicional por día, perfundido en el cerebro 
durante 72 horas, tuvo un efecto significativo. Además, son posibles dosis de aproximadamente 5 µmol/kg de cerebro, 
50 µmol/kg y 250 µmol/kg de peso cerebral. En el caso de la administración intravenosa (administración sistémica), el 
efecto de los aumentos del orden logarítmico en las concentraciones plasmáticas puede usarse para determinar una 
dosis adecuada, comenzando con las dosis de carga para alcanzar 0,5 µmol/L (el volumen sanguíneo fetal promedio 60 
es de aproximadamente 350 mL en nuestras ovejas perinatales a esta edad), después 5, 10, 50, 250, 500 y 5000 µM. 
 
El ImageJ es un programa informático de análisis de imágenes de dominio público y código abierto de Java 
desarrollado originalmente por NIH (y denominado NIH Image). 
 65 
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Tabla 7 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 

Tabla 7: Áreas de marcaje de GFAP en imágenes tomadas en la médula espinal 24 horas después del corte. Las 
médulas de control tienen altos niveles de GFAP que indican una respuesta inflamatoria y un mayor efecto circunstante 
con respecto a los segmentos tratados. La menor concentración de péptidos es la más efectiva para limitar la 15 
astrocitosis. 
 
Los recuentos de células microgliales activadas no revelaron diferencias a las 24 horas como se esperaba. Este 
proceso inflamatorio secundario (diferenciación y proliferación de las células microgliales en reposo al fenotipo de 
macrófagos) generalmente demora de tres a siete días. 20 
 
Ejemplo 6: aplicación de péptidos miméticos específicos de conexina para bloquear la isquemia y la actividad cerebral 
epileptiforme en un modelo de oveja perinatal in vivo 
 
El daño cerebral resultante de la isquemia cerebral permanece como un problema importante en todas las etapas de 25 
la vida. En el recién nacido a término, el daño moderado a severo al nacer ocurre en 2 a 3 por 1000 nacidos vivos. 
Una de las características más llamativas es que la lesión se extiende con el tiempo desde las áreas más severamente 
dañadas hacia el exterior, a regiones previamente no dañadas. Inmediatamente después de la isquemia cerebral, hay 
una recuperación transitoria del metabolismo cerebral que dura algunas horas. Después de esto, sin embargo, hay un 
fallo mitocondrial progresivo, junto con una inflamación celular secundaria, que alcanza un máximo de 36 a 48 h 30 
después de la lesión inicial. 
 
El acoplamiento activo de las uniones de intersticio, entre las glías y las neuronas, media un efecto circunstante en el 
que las señales de muerte celular se transfieren de las células moribundas a las células menos gravemente lesionadas 
o saludables. Estudios anteriores mostraron que, in vivo, la aplicación tópica de oligodesoxinucleótidos antisentido 35 
específicos de la proteína de unión de intersticio conexina 43 puede restringir la propagación de la lesión y la 
inflamación secundaria después de un trauma. Ver el documento WO2000/44409 de Becker, D. y Green. C., titulado 
"Formulaciones que Comprenden Nucleótidos Antisentido para Conexinas." 
 
El péptido SRPTEKTIFII (SEQ ID NO:36) se usó en un modelo in vivo de isquemia perinatal de oveja. Los datos indican 40 
que los péptidos miméticos específicos de conexina proporcionan un tratamiento con potencial para reducir 
significativamente el daño secundario en el cerebro perinatal isquémico o después de un accidente cerebrovascular. 
El análisis preliminar mostró que 24 h después de la isquemia cerebral, en las ovejas fetales casi a término, hay una 
mayor expresión de hemicanales de unión de intersticio (es decir, conexones desacoplados) (Figura 9). 
 45 
Una oveja fetal cruzada Romney-Suffolk se instrumentó entre 117 y 124 días de gestación (0,85 término) bajo 
anestesia general como se describe en otro sitio, en detalle (Gerrits y otros, Pediatr Res 57(3):342-6, (2005); Guan y 
otros, Neuroscience 95(3):831-839, (1999); Guan y otros, J Cereb Blood Flow Metab 21(5):493-502, (2001); Gunn y 
otros, J Clin Invest 99(2):248-256, (1997), Gunn y otros, Pediatrics 102(5):1098-1106, (1998), Gunn y otros, Pediatr 
Res 46(3):274-280, (1999); Roelfsema y otros, J Cereb Blood Flow Metab 24(8):877-886, (2004)). La instrumentación 50 
incluyó catéteres de venas y arterias braquiales, electrodos de EKG, un oclusor inflable alrededor de una arteria 
carótida fetal (Gunn y otros, 1997; Roelfsema y otros, 2004), electrodos EEG parietales de 5 y 15 mm anteriores y 10 
mm posteriores a bregma, un par de electrodos localizados lateralmente a estos para medir la impedancia cortical 
(una medida de edema citotóxico (Gunn y otros, 1997) y una cánula i.c.v. izquierda de 17 mm de largo 4 mm anterior 
y 6 mm lateral a bregma. La instrumentación se exteriorizó al flanco materno, se cerraron las paredes uterina y 55 
abdominal, y los catéteres vasculares fetales se heparinizaron (20 UI/mL). La herida materna se infiltró con un 
anestésico local de acción prolongada, bupivacaína (100 mg/20 mL). 
 
Después de 5 días de recuperación, se indujo la hipoperfusión cerebral fetal durante un período de 30 minutos de 
oclusión bilateral de la arteria carótida (Gunn y otros, 1997; Roelfsema y otros, 2004; Tan y otros, Ann Neurol 32 60 
(5):677-682, (1992); Tan y otros, Pediatr Res 39 (5):791-797, (1996)). Se inició una infusión intracerebroventricular del 
péptido 5 mimético de conexina 90 minutos después de la isquemia y se continuó durante 72 horas. Se administró una 
dosis de 5 µmol/kg de peso cerebral (promedio de 25 g a esta edad fetal) del peptidomimético 5 en 1 mL de LCR 
artificial i.c.v. (vs. vehículo de LCR solo) durante una hora, seguido de 1 mL adicional por día perfundido en el cerebro 
durante 72 horas. El experimento finalizó con una sobredosis intravenosa materna de pentobarbital sódico (30 mL, 65 
300 mg/mL). El cerebro fetal se extrajo para histología y análisis inmunohistoquímico. 

Tratamiento Área de marcaje de GFAP (unidades cuadradas) 

Control 2450

5 micromolar péptido 5 300 

50 micromolar péptido 5 950

250 micromolar péptido 5 1000 

500 micromolar péptido 5 750
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Los resultados (Figura 10) muestran que la infusión temprana del péptido atenúa la actividad secundaria de ataques 
retardados y el edema citotóxico. 
 
En resumen, estos datos demuestran que una proteína peptidomimética que se dirige al dominio extracelular de los 5 
hemicanales de conexina 43 puede suprimir el edema secundario y la inflamación después de la isquemia cerebral. 
En una oveja fetal casi a término, encontramos que la isquemia cerebral se asoció con una inducción dramática de 
conexina 43 y de hemicanales dentro de las 24 h posteriores a la isquemia, mientras que una infusión i.c.v. de la 
proteína peptidomimética en el feto a término desde 90 min después de la reperfusión mostró una significativa 
atenuación de las convulsiones secundarias y el edema citotóxico. 10 
 
Ejemplo 7: tratamiento de un paciente humano con antisentido específico a conexina 43 en una herida subaguda - la 
prevención de la muerte contínua de los vasos sanguíneos permite la recuperación de la isquemia limbal 
 
En este estudio, un paciente se presentó con una herida subaguda no cicatrizante (inflamación química) en el ojo. El 15 
ojo permaneció inflamado y la isquemia limbal todavía estaba presente después de 8 días (lo que indica una pobre 
vascularización limbal). El limbo contiene las células madre necesarias para la recuperación epitelial de la córnea. 
Después del tratamiento con antisentido específico de conexina 43, la isquemia limbal había desaparecido en 20 horas 
y había comenzado la reepitelización. La conclusión es que la inflamación continua conduce a una muerte continua 
persistente de los vasos sanguíneos que exacerba la lesión a través de la isquemia limbal. El tratamiento del ojo con 20 
el antisentido de conexina 43 redujo la respuesta inflamatoria y desencadenó la recuperación epitelial (Qiu y otros, 
Curr Biol 13: 1697-1703, (2003)). Sin embargo, tenga en cuenta que esta fue una herida subaguda que implica el 
tratamiento de heridas crónicas: tales heridas en humanos retienen niveles altos de conexina 43 en el borde epitelial 
(Brandner y otros, J Invest Dermatol 122: 1310-1320, (2004)). Además, el tratamiento permitió la recuperación de los 
vasos sanguíneos. Proponemos que el mecanismo involucrado es la prevención de una expresión adicional de 25 
hemicanal en la pared del vaso, lo que permite el nuevo crecimiento del vaso. 
 
Paciente: El paciente era un hombre de 25 años. Primero presentó quemaduras alcalinas en el ojo izquierdo después 
de un accidente en el sitio de construcción con una manguera de concreto de alta presión (concreto/álcali en el ojo, 
junto con la demora para recibir el primer tratamiento). El ojo dañado no tenía epitelio remanente que cubriera la parte 30 
frontal del ojo (que incluye toda la córnea). 
 
Tratamiento inicial: El paciente recibió gotas de ascorbato 10 %, citrato 10 %, acetato de prednisona (esteroides) 1 %, 
ciclopentalato y cloranfenicol 1 %, además de vitamina C oral y desoxiciclina. La prednisona se administró cada hora 
durante los primeros cinco días, después de lo cual la dosis se redujo a cuatro veces por día. 35 
 
El cuarto día se suturó una membrana amniótica sobre la córnea. 
 
Tratamiento con el antisentido de Conexina 43 (DÍA CERO): En el día ocho después de la lesión, el paciente todavía 
tenía un alto grado de inflamación, isquemia limbal, y ningún signo de recuperación epitelial. Se obtuvieron los 40 
permisos éticos en base a la falta de alternativas de tratamiento viables que pudieran salvar la vista del paciente. El 
otro ojo tiene signos de queratocono y, por lo tanto, no fue adecuado para el trasplante limbal en una fecha posterior. 
El ojo lesionado se habría extirpado quirúrgicamente o se le permitiría convertirse en un "ojo conjuntivo" (en donde la 
conjuntiva, en forma de vaina blanca, crece sobre el ojo para dejar al paciente ciego). 
 45 
El antisentido de conexina 43 en gel F-127 Pluronic al 30 % se inyectó con un catéter de aguja debajo de la membrana 
amniótica en dos lugares a cada lado de la córnea. Se inyectaron aproximadamente 100 microlitros de anticonexina 
43, dos micromolar, y se extendieron suavemente alrededor de la córnea mediante el uso de una varita de algodón 
sobre la membrana amniótica. El gel se inyectó frío y se convirtió inmediatamente en una sustancia gelatinosa suave. 
 50 
Se retiró al paciente de todos los demás tratamientos durante ocho horas para evitar posibles efectos adversos sobre 
el tratamiento. Después, el paciente volvió a recibir gotas de esteroides (tres veces al día), ciclopentalato (una vez al 
día), y gotas de ascorbato, citrato y cloranfenicol (cuatro veces al día). 
 
Tratamiento con el Antisentido de Conexina 43 (DÍA UNO): Dentro de las 20 horas posteriores al tratamiento con el 55 
antisentido de conexina 43, el ojo se había vuelto sustancialmente más calmo (inflamación reducida) y el epitelio 
estaba creciendo nuevamente en tres lugares. El limbo estaba bien vascularizado con buen flujo sanguíneo, y sin 
signos de isquemia limbal, es decir, había un flujo de humor completo de regreso al limbo dentro de las 20 horas 
posteriores al tratamiento. 
 60 
Antisentido de Conexina 43 (DÍA TRES): Dentro de las 72 horas posteriores al tratamiento con el antisentido de 
conexina 43, el paciente continuó su mejoría. El ojo estaba calmo, el suministro de sangre limbal era excelente, y el 
epitelio estaba creciendo nuevamente alrededor de 360 grados. Sobre un lado parecía haber una pequeña área de 
reptación lamelipodial, pero en el resto de la circunferencia de la córnea había un buen crecimiento incluso hacia 
adentro. 65 
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Tratamiento con el Antisentido de Conexina 43 (DÍA SEIS): Dentro de los seis días posteriores al tratamiento (14 días 
después de la lesión), el epitelio se recuperó por completo (creció por completo) aunque parecía ligeramente granular 
en algunos lugares y quizás irregular o delgado en algunos lugares (evaluado mirando a través de la membrana 
amniótica). La región limbal permaneció bien vascularizada con flujo sanguíneo completo. 
 5 
Cuarenta días después del tratamiento, el paciente tuvo una recuperación excelente para una quemadura química, 
que mostró una visión sin ayuda de 6/48 y un orificio de 6/15. Dos tercios del epitelio estaban absolutamente sanos, 
un tercio en la periferia mostraba un crecimiento conjuntival pero no cubría la pupila y no estaba vascularizado. Muy 
buena vascularización limbal. 
 10 
Neuropatía del Nervio Óptico 
 
La neuropatía óptica isquémica (ION), conocida además como accidente cerebrovascular del nervio óptico, es una 
colección de enfermedades que afectan el suministro de sangre al nervio óptico. La ION puede clasificarse en base a 
la localidad o la etiología. La ION anterior (AAOIN) se refiere a enfermedades que afectan los segmentos nerviosos 15 
antes de la lámina cribosa, mientras que lo opuesto es cierto para la ION posterior (PION) (Buono y otros, Survey of 
Ophthalmology 50:15-26, (2005); Collignon y otros, Ophthalmology 111:1663-1672, (2004)). La PION se observa con 
menos frecuencia, y se cree que es causada por un infarto de la porción intraorbital del nervio óptico, probablemente 
debido a una arteritis de células gigantes (ACG) o como una complicación secundaria de los procedimientos 
quirúrgicos (Buono y Foroozan, 2005; Ho y otros, Journal of Neurosurgical Anesthesiology 17: 38-44, (2005)). La ION 20 
puede dividirse, además, según la etiología en arterítica (ION arterítica) y no arterítica (NAION). La ION arterítica 
siempre es causada por GCA y generalmente resulta en oclusión trombótica de la arteria ciliar posterior, lo que puede 
conducir a la obstrucción concomitante de otras arterias en el nervio óptico (Galasso y otros, Seminars in 
Ophthalmology 19:75-77, (2004)). La NAION es la forma más común de neuropatía óptica no glaucómica con una 
incidencia anual de 2,3/10,000 (Collignon-Robe y otros, Ophthalmology 111: 1663-1672, (2004)). La ACG es una 25 
vasculitis crónica de vasos grandes y medianos en el cerebro caracterizada por un aumento en el recuento de células 
gigantes inflamatorias (Buono y otros, Survey of Ophthalmology 50:15-26, (2005); Khosla y otros, Journal of 
Postgraduate Medicine 50:219-221, (2004); Penn y otros, Autoimmunity Reviews 2:199-203, (2003)). La pérdida visual 
no es común, pero ocurre como una complicación secundaria debido a la oclusión de los vasos anteriores que irrigan 
el nervio óptico, y a menudo es irreversible (Khosla y otros, 2004). La incidencia de ACG en los países occidentales 30 
varía de 1∼30/10,000 con una prevalencia mucho mayor en la población mayor de 50 años (Penn y Dasgupta, 2003). 
 
La consecuencia típica de la ION es la degeneración de los tractos axónicos, acompañado de deterioro o incluso 
pérdida de visión (Buono y otros, 2005; Khosla y otros, 2004; Penn y Dasgupta, 2003). 
 35 
Los tratamientos convencionales de ION incluyen la administración de corticosteroides y agentes antiplaquetarios 
(Arnold y otros, Seminars in Ophthalmology 17: 39-46, (2002)), pero los pacientes tratados con estos fármacos no han 
demostrado una mejoría significativa de la enfermedad. 
 
En el nervio óptico, tanto los astrocitos como los oligodendrocitos expresan moléculas de conexina. La conexina 43 40 
se encuentra abundantemente en los astrocitos y está potencialmente involucrada en diversos procesos de 
enfermedades. Además, las células endoteliales de los vasos sanguíneos en el nervio óptico expresan conexina 43. 
 
En este estudio, se indujo isquemia del nervio óptico en un modelo ex vivo y se colocaron los segmentos de los nervios 
en un cultivo organotípico tratado con oligodesoxinucleótidos antisentido específicos de conexina 43 suministrados en 45 
gel Plurónic F-127 al 30 %, o gel de control. 
 
Preparación de tejidos: 
 
Se usaron ratas Wistar de 21 a 25 días postnatales (p21 a p25). Las ratas Wistar se sacrificaron mediante una 50 
sobredosis con dióxido de carbono, los cráneos se abrieron en una orientación sagital media, y la región caudal al 
cerebelo se escindió y se desechó. Después se hicieron incisiones debajo de los lóbulos olfativos para revelar las 
regiones intracraneales del nervio óptico. A través de este método pueden obtenerse aproximadamente 0,3 a 0,5 mm 
de nervio óptico que abarca el quiasma óptico y el punto terminal del canal óptico. Después, los nervios se sometieron 
a isquemia como a continuación. 55 
 
Un modelo de cultivo organotípico viable del protocolo ION se sugirió por Sundstrom y otros, Drug Discovery Today 
10:993-1000, (2005), que trabaja en la isquemia del CNS. Antes del experimento, se burbujearon 10 mL de medio 
preparado en un tubo Falcón sin glucosa y glutamina con la mezcla de gases 95 % de N2 y 5 % de CO2 durante 30 
minutos para eliminar todo el oxígeno. Los nervios ópticos disecados se transfirieron a la solución de oxígeno sin 60 
glucosa (OGD) y se sellaron con parafilm y celofán. Los nervios ópticos se incubaron en solución isquémica durante 
dos horas a 37 °C y posteriormente se devolvieron a las condiciones del cultivo organotípico durante los períodos de 
tiempo necesarios. 
 
Se usó una metodología de cultivo interfásica. Después de la incubación en soluciones OGD, los nervios ópticos se 65 
colocaron en una membrana semiporosa y en una placa de seis pocillos que contenía 1 mL de medio Neurobasal con 
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suplemento B27, D-glucosa y L-glutamina y antibióticos (Gibco, EE.UU.). Para el tratamiento con el antisentido, se 
administraron 7 µL de gel Pluronic F-127 (#P2443, Sigma, EE.UU.) que contiene 10 µM del AS-ODN específico para 
bloquear la traducción de conexina 43, para cubrir cada nervio óptico. Esta cantidad fue suficiente para cubrir todo el 
segmento sin inundar demasiado el tejido. Para los grupos de gel solo y control, se aplicó la misma cantidad (7 µl) de 
gel y medio Pluronic F-127 a los nervios, respectivamente. Después las placas de cultivo se colocaron en una 5 
incubadora con temperatura establecida a 37 °C con 5 % de CO2. La principal ventaja de esta técnica de cultivo es 
que garantiza un suministro constante de oxígeno desde la parte superior, mientras que los nutrientes pueden 
difundirse desde la parte inferior. 
 
Después del cultivo, los nervios se enjuagaron durante 15 minutos en PBS 1x (# BR14, oxoid, Inglaterra) y se fijaron 10 
en paraformaldehído al 4 % (PFA) durante aproximadamente dos horas antes de ser crioprotegidos pasando por 
sacarosa en PBS 20 % y después al 30 %. Los nervios se almacenaron en sacarosa al 15 % en PBS hasta estar listos 
para su procesamiento posterior. Para seccionar los tejidos, los nervios ópticos se embebieron en OCT (#4583, Tissue 
Tek®, EE.UU.), se congelaron a -20 °C y posteriormente se cortaron en secciones longitudinales de 14 y 18 µm de 
espesor. Los cortes se recolectaron en portaobjetos Histobond (#0810001, Marienfeld, Alemania) y se almacenaron 15 
para su procesamiento posterior en un congelador a -80 °C. 
 
La inflamación (edema) se evaluó mediante la fotografía de los nervios ópticos desde arriba y midiendo (área cultivada 
- área original dividida por área original) para dar el % de inflamación. La muerte celular se evaluó mediante el uso de 
yoduro de propidio para marcar los núcleos de las células comprometidas. La muerte celular se evaluó cerca de los 20 
extremos cortados de los nervios y en la región media de los nervios. 
 
La Figura 11 muestra una curva de dosis respuesta para nervios ópticos tratados con el antisentido y el control, 
cultivados durante 6 horas y 24 horas después de la lesión isquémica. La Figura 11A muestra el porcentaje de 
inflamación, y la Figura 11B, la muerte celular evaluada mediante el uso de recuentos de yoduro de propidio en el 25 
extremo cortado (frontal) y en el medio del nervio. El edema se redujo en los nervios con el antisentido de conexina 
43, especialmente a la concentración de 10 micromolar que previamente hemos demostrado que es óptima para las 
heridas por aplastamiento en los estudios de la médula espinal (no publicados). La muerte celular tanto en el extremo 
cortado como hacia la mitad del nervio se redujo mediante el uso del antisentido, lo que resulta en un recuento de 
células muertas más bajo en ambas regiones en una manera dependiente de la dosis. 30 
 
La Figura 12 más abajo muestra que la reducción de la inflamación (edema) se mantuvo en el tiempo. La Figura 13 
muestra la tinción con yoduro de propidio de las células muertas en el medio del control y en los segmentos de nervio 
óptico tratados con AS-ODN específico de conexina 43 a las 2, 6 y 24 horas después de la inducción isquémica. El 
grupo tratado con AS-ODN específico de conexina 43 exhibe poca tinción en comparación con los controles en los 35 
tres puntos temporales. El gráfico de líneas en la Figura 13 muestra el número de células muertas por unidad de área 
en la región medial del nervio para el control y los nervios ópticos tratados con AS-ODN. La muerte celular en el grupo 
control aumenta inicialmente, alcanza su punto máximo a las seis horas y después disminuye ligeramente 
(probablemente debido al edema tisular que deja menos células por unidad de área). Solo se observó un ligero 
aumento en la muerte celular incluso después de 24 horas en el cultivo para el tejido tratado con AS-ODN. 40 
 
Longitudes del Segmento de los Vasos Sanguíneos: Tinción del Factor von Willebrand: 
 
Para demostrar que la integridad de los vasos sanguíneos estaba siendo comprometida por la expresión de conexina 
en los vasos, en el control y en los nervios ópticos tratados con antisentido específico de conexina 43 en el modelo 45 
isquémico, se marcaron con factor von Willebrand, un marcador de células endoteliales. A medida que los vasos se 
descompusieron, pudo contarse un número creciente de segmentos más pequeños y medirse la longitud del 
segmento. La longitud media y el número de vasos sanguíneos por sección se investigaron en más de sesenta vasos, 
en seis secciones separadas obtenidas de dos animales para cada punto. 
 50 
En promedio, el número de segmentos de vasos sanguíneos en los controles fue menor que en el de los nervios 
tratados con AS-ODN específicos de conexina 43, excepto en el punto de tiempo más largo investigado (Tabla 8). El 
gráfico de barras (Figura 14) muestra que la longitud media de los vasos en los nervios ópticos tratados con AS-ODN 
específico de conexina 43 permaneció relativamente constante durante los primeros tres días, pero comenzó a caer 
aproximadamente un 30 % para el día 6. Se observó un patrón temporal similar para el grupo control, pero para todos 55 
los puntos de tiempo, la longitud promedio del segmento del vaso es significativamente más corta que para el grupo 
tratado con antisentido. 
 

TABLA 8 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

Número de segmentos por sección

  AS Control 

Día 1 10,8 23,5

Día 2 13,3 19,2 
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 5 
 

La Tabla B muestra el número promedio de segmentos de vasos sanguíneos contados en los grupos control y tratado. 
En los primeros tres días, los grupos tratados con AS, en promedio, tienen 28∼ 50 % menos segmentos de vasos 
sanguíneos en comparación con el control. Solo después de 6 días en cultivo organotípico, el nervio tratado con AS 
tiene un mayor recuento de segmentos que en los controles, con un 24 % más de vasos contados. Para entonces, los 10 
tiempos de cultivo extendidos pueden tener un efecto. 
 
Este ejemplo muestra que la prevención de la expresión de conexina 43 después de la isquemia del nervio óptico 
reduce el edema (inflamación reducida), la propagación de la lesión (número de células muertas por unidad de área 
lejos de la zona de daño original) y la degradación de los vasos sanguíneos. Por lo tanto, se comporta de manera 15 
similar a la informada en el Ejemplo 1 - médula espinal. Esto tiene aplicaciones terapéuticas ya que el mismo edema 
y la pérdida de vasos se informó en los estudios in vivo (Bernstein y otros, Invest Ophthalmol Vis Sci 44:4153-4162, 
(2003)). 
 
Listado de secuencias 20 
 
<110> CODA THERAPEUTICS LTD 
 
<120> COMPUESTOS ANTICONEXINA Y EL USO DE ESTOS 
 25 
<130> E3697-00019 
 
<140> A asignar 
<141> 2006-02-03 
 30 
<150> US 60/650075 
<151> 2005-02-03 
 
<160> 131 
 35 
<170> PatentIn ver. 3.3 
 
<210> 1 
<211> 30 
<212> ADN 40 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 1 
gtaattgcgg caagaagaat tgtttctgtc   30 
 45 
<210> 2 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 50 
<400> 2 
gtaattgcgg caggaggaat tgtttctgtc   30 
 
<210> 3 
<211> 30 55 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
 
<400> 3 
ggcaagagac accaaagaca ctaccagcat   30 60 
 
<210> 4 
<211> 27 
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<400> 4 
tcctgagcaa tacctaacga acaaata   27 
 
<210> 5 
<211> 20 5 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
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catctccttg gtgctcaacc   20 10 
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<212> ADN 
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<212> ADN 
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ctcagatagt ggccagaatg c   21 
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<212> ADN 30 
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ttgtccaggt gactccaagg   20 
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<210> 9 
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<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
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cgtccgagcc cagaaagatg aggtc 25 
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<212> ADN 
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<400> 10 
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tgaagacaat gaagatgtt   19 
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<213> Homo sapiens 
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<210> 32 25 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 30 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina  
 
<400> 32 
 
 35 
 
<210> 33 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 40 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 33 
 45 
 
 
<210> 34 
<211> 16 
<212> PRT 50 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 34 55 
 
 
 
<210> 35 
<211> 12 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 65 
<400> 35 
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<210> 36 
<211> 11 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 10 
<400> 36 
 
 
 
<210> 37 15 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 20 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 37 
 
 
 25 
 
<210> 38 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 38 
 35 
 
 
 
<210> 39 
<211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 45 
 
<400> 39 
 
 
 50 
<210> 40 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 55 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 40 
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<210> 41 
<211> 38 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 65 
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<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 41 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
<210> 42 
<211> 12 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 20 
 
<400> 42 
 
 
 25 
 
<210> 43 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
 
<400> 43 35 
 
 
 
<210> 44 
<211> 12 40 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 45 
<400> 44 
 
 
 
 50 
<210> 45 
<211> 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 55 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 45 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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<210> 46 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 46 
 
 10 
 
 
<210> 47 
<211> 12 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 47 20 
 
 
 
<210> 48 
<211> 13 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 30 
<400> 48 
 
 
 
<210> 49 35 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 40 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 49 
 
 
 45 
<210> 50 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 50 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
 
<400> 50 
 55 
 
 
<210> 51 
<211> 11 
<212> PRT 60 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
 65 
<400> 51 
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<210> 52 
<211> 7 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 10 
<400> 52 
 
 
 
 15 
<210> 53 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 53 
 
 25 
 
<210> 54 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 54 
 35 
 
 
<210> 55 
<211> 12 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 55 45 
 
 
 
<210> 56 
<211> 16 50 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 55 
<400> 56 
 
 
 
<210> 57 60 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 65 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
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<400> 57 
 
 
 
<210> 58 5 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 10 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 58 
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<210> 59 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 20 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
<400> 59 
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<210> 60 
<211> 18 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 30 
 
<220> 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido conexina/anticonexina 
 
<400> 60 35 
 
 
 
 
<210> 61 40 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 45 
<223> Descripción de la secuencia artificial: secuencia del péptido control conexina/anticonexina 
<400> 61 
 
 
 50 
 
<210> 62 
<211> 396 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 55 
 
<220> 
<223> conexina 45 
 
<400> 62 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



70 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



71 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
<210> 63 
<211> 382 
<212> PRT 60 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> Conexina 43 
 65 
<400> 63 

ES 2 766 549 T3

 



72 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



73 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
<210> 64 35 
<211> 226 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 40 
<223> Conexina 26 
 
<400> 64 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



74 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
<210> 65 
<211> 266 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 40 
<220> 
<223> Conexina 30 
 
<400> 65 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



75 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
<210> 66 
<211> 273 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 45 
<220> 
<223> Conexina 31.1 
 
<400> 66 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



76 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
<210> 67 
<211> 333 
<212> PRT 55 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<223> conexina 37 
 60 
<400> 67 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



77 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
 

ES 2 766 549 T3

 



78 

<210> 68 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 
<400> 68 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
 
<210> 69 20 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 25 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 
<400> 69 
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 35 
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<213> Secuencia Artificial 
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<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
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<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 

ES 2 766 549 T3

 



79 

 
<400> 71 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
 
 
 
<210> 72 
<211> 35 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 20 
 
<400> 72 
 
 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
<210> 73 
<211> 35 
<212> PRT 35 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 40 
<400> 73 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
<210> 74 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 55 
 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 
<400> 74 60 
  

ES 2 766 549 T3

 



80 

 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
<210> 75 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 15 
<220> 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 
<400> 75 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
 
<210> 76 30 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 35 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 
<400> 76 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
<210> 77 50 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 55 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
 
<400> 77 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
<210> 78 

ES 2 766 549 T3

 



81 

<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 5 
<223> Descripción de la Secuencia Artificial:dominio extracelular de conexina 
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<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 45 
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina 
 
<400> 104 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
<210> 105 
<211> 42 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina 65 
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<400> 105 
 
 
 
 5 
 
 
 
 
 10 
<210> 106 
<211> 42 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 15 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina 
 
<400> 106 
 20 
 
 
 
 
 25 
 
 
 
<210> 107 
<211> 42 30 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina 35 
 
<400> 107 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
<210> 108 
<211> 42 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 50 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina 
 
<400> 108 55 
 
 
 
 
 60 
 
 
 
 
 65 
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<210> 109 
<211> 42 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio extracelular de conexina 
 
<400> 109 
 10 
 
 
 
 
 15 
 
 
 
<210> 110 
<211> 45 20 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 25 
 
<400> 110 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
<210> 111 
<211> 14 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
<400> 111 45 
 
 
 
<210> 112 
<211> 13 50 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 55 
 
<400> 112 
 
 
 60 
<210> 113 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 65 
<220> 
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<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 113 
 
 5 
 
 
210> 114 
<211> 13 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 15 
<400> 114 
 
 
 
<210> 115 20 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 25 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 115 
 
 30 
 
<210> 116 
<211> 47 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 35 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 116 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
<210> 117 50 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 55 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
<400> 117 
 
 
 60 
<210> 118 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 65 
<220> 
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<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 118 
 
 5 
 
<210> 119 
<211> 14 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 10 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 119 15 
 
 
 
 
<210> 120 20 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 25 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 120 
 
 30 
 
<210> 121 
<211> 46 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 35 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 121 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
<210> 122 
<211> 15 50 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 55 
 
<400> 122 
 
 
 60 
<210> 123 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 65 
<220> 
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<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 123 
 
 5 
 
 
<210> 124 
<211> 13 
<212> PRT 10 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 15 
<400> 124 
 
 
 
<210> 125 20 
<211> 13 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 25 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 125 
 
 30 
 
<210> 126 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 35 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 126 40 
 
 
 
<210> 127 
<211> 47 45 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 50 
 
<400> 127 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
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<210> 128 
<211> 11 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 128 
 10 
 
 
<210> 129 
<211> 12 
<212> PRT 15 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 20 
<400> 129 
 
 
 
<210> 130 25 
<211> 14 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 
 
<220> 30 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
<400> 130 
 
 
 35 
 
<210> 131 
<211> 12 
<212> PRT 
<213> Secuencia Artificial 40 
 
<220> 
<223> Secuencia artificial: Dominio de conexina 
 
<400> 131 45 
 
 
 
 
  50 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Un compuesto anticonexina 43 para usar en un método de tratamiento de una herida crónica en un sujeto que 
comprende administrarle al sujeto de 0,1 µg a 1 gramo del compuesto anticonexina 43. 

 5 
2. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 1 en donde la herida crónica es una úlcera 

diabética. 
 
3. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 1 o 2 en donde dicho compuesto anticonexina 

43 es un polinucleótido antisentido. 10 
 
4. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en donde el compuesto 

anticonexina 43 es un oligonucleótido antisentido de entre 15 y 35 bases nucleotídicas de longitud, en donde 
el compuesto anticonexina 43 es o comprende una secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de las SEQ 
ID NOS: 1-3, o en donde el compuesto anticonexina 43 comprende un polinucleótido antisentido dirigido al 15 
menos a 8-12 bases nucleotídicas de una molécula de ácido nucleico que codifica una conexina 43 que tiene 
una secuencia de bases nucleotídicas de la SEQ ID NO: 12. 

 
5. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 4, en donde el compuesto anticonexina 43 es o 

comprende una secuencia de bases nucleotídicas seleccionada de la SEQ ID NO: 1 y la SEQ ID NO: 2. 20 
 
6. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en donde el compuesto 

anticonexina 43 es un oligonucleótido antisentido que comprende bases nucleotídicas de origen natural y un 
enlace internucleósido no modificado, un oligonucleótido antisentido que comprende al menos un enlace 
fosforotioato, un compuesto antisentido que comprende un oligonucleótido que comprende al menos una 25 
porción de azúcar modificada, un oligonucleótido antisentido que comprende un ácido nucleico bloqueado, un 
oligonucleótido antisentido que comprende un ácido nucleico peptídico, o un compuesto antisentido que 
comprende un oligonucleótido que comprende al menos una base nucleotídica modificada. 

 
7. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 1 o 2 en donde dicho compuesto anticonexina 30 

43 es un péptido mimético. 
 
8. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 7, en donde dicho péptido mimético comprende 

una secuencia de aminoácidos que corresponde a una porción de una región del lazo extracelular o una porción 
de una región transmembranal de conexina 43. 35 

 
9. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 8, en donde dicho péptido tiene una secuencia 

de aminoácidos que comprende de 5 a 20, de 8 a 15, o de 11 a 13 aminoácidos contiguos de una región del 
lazo extracelular o de la región transmembranal de la SEQ ID NO: 63. 

 40 
10. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde el compuesto 

anticonexina 43 mejora la muerte continua de los vasos. 
 
11. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en donde el compuesto 

anticonexina 43 inhibe la expresión, formación, o actividad de hemicanal de conexina 43 en células epiteliales 45 
o en células endoteliales. 

 
12. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en donde el compuesto 

anticonexina 43 se formula para la administración tópica. 
 50 
13. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1-11 en donde el compuesto 

anticonexina 43 se formula para una administración sostenida. 
 
14. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el sujeto 

es humano. 55 
 
15. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 en donde el sujeto es 

un animal doméstico, un animal de granja, un animal de zoológico, un animal deportivo o un animal de 
compañía. 

 60 
16. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la 

concentración de dicho compuesto anticonexina 43 está entre 1x10-10 M a 1x10-4 M. 
 
17. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método 

comprende administrarle al sujeto de 0,1 µg a 1 gramo del compuesto anticonexina 43 por dosis. 65 
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18. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde el método 
comprende administrarle al sujeto 0,001 a 100 mg por kg de peso corporal del sujeto por día el compuesto 
anticonexina 43 en dosis múltiples. 

 
19. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el 5 

compuesto anticonexina 43 se formula con un poloxámero. 
 
20. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde dicho péptido 

consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 52. 
 10 
21. Un compuesto para usar de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde dicho péptido 

consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada en la SEQ ID NO: 35. 
 
22. Un compuesto para usar de conformidad con la reivindicación 6, en donde el compuesto anticonexina 43 es un 

oligonucleótido antisentido que comprende un ácido nucleico bloqueado. 15 
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