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Resumen reivindicacion (es):

En la presente se describen composiciones y métodos para la inhibicion de la actividad de miR-21. Las composiciones tienen
determinados patrones de modificacién de nucledsidos que proporcionan potentes inhibidores de la actividad de miR-21. Las
composiciones pueden usarse para inhibir miR-21 y también para tratar enfermedades asociadas con la expresion anormal de
miR-21, tal como fibrosis y cancer.
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COMPUESTOS DE MICROARN Y METODOS PARA MODULAR LAREZIDAD DE

MIR-21

La presente solicitud reivindica el beneficio de

prioridad de la Solicitud Provisional de los EE. UU
61/478,767, presentada el 25 de abril de 2011, y 61
presentada el 1° de diciembre de 2011, que se incor
presente a modo de referencia en su totalidad a tod
efectos.

CAMPO DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan métodos y composicio

para la modulacion de la actividad de miR-21.
DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

. Nos.
/565,779,
poran a la
os los

nes

Los microARN (microARN), también Illamados “microARN

maduro” son pequefias (de aproximadamente 18-24 nucl
longitud) moléculas de ARN no codificante codificad
genomas de plantas y animales. En ciertos casos, lo
expresados endogenamente, altamente conservados reg
expresion de genes uniéndose a las regiones sin tra

3' (3-UTR) de ARNm especificos. Se han identifica

1000 microARN diferentes en plantas y animales. Ci
microARN maduros parecen originarse de largos trans
microARN primarios endogenos (también llamados pri-
pri-mir, pri-miR o pri-pre-microARN) que frecuentem
tienen cientos de nucleotidos de longitud (Lee, et

J., 2002, 21(17), 4663-4670).

Los andlisis funcionales de microARN revelaron que
pequefios ARN no codificantes contribuyen en diferen
procesos fisioldgicos en animales, incluidos tiempo
desarrollo, organogénesis, diferenciacion, modeliza
embriogénesis, control del crecimiento y muerte cel
programada. Ejemplos de procesos especificos en los
participan microARN incluyen diferenciacién de célu
neurogénesis, angiogénesis, hematopoyesis y exocito
(estudiados por Alvarez-Garcia and Miska, Developme

132, 4653-4662).

eotidos de

as en los
S microARN

ulan la

ducir en
do més de
ertos

critos de
microARN,
ente
al., EMBO

estos

tes
de

cion,

ular

que

las madre,
Sis

nt, 2005,
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COMPENDIO DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan compuestos que compr
un oligonucledtido modificado, en donde la secuenci
nucleobase del oligonucle6tido modificado es comple
miR-21 y en donde el oligonucleétido modificado tie
patron de nucledsidos descrito en la presente.

En la presente se proporcionan métodos para inhibir
actividad de miR-21 que comprenden poner en contact
célula con un compuesto descrito en la presente. En
realizaciones, la célula esta in  vivo
realizaciones, la célula esta in vitro

En la presente se proporcionan métodos para tratar
enfermedad asociada con miR-21 que comprenden admin
un individuo que tiene una enfermedad asociada con
compuesto descrito en la presente. En algunas reali
el animal es un humano.

Los compuestos descritos en la presente se proporci
para uso en terapia.

En la presente se proporcionan compuestos que compr
un oligonucleétido modificado que consiste en 8 a 2
nucleosidos ligados, en donde la secuencia de nucle
oligonucleotido modificado es complementaria a miR-

NO: 1) y en donde el oligonucleétido modificado com
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patron
nucleosidos | en el sentido 5’ a 3’:

(R) x-NB-NLNENB-(N ENLNINEB) ;-NEUN?

en donde cada R es, independientemente, un nucledsi

biciclico; X es de 1 a 4; cada N

PCT/US2012/ 034880

enden
a de
mentaria a

ne un

la
0 una
algunas

algunas

una
istrar a
miR-21 un

zaciones,

onan

enden

2
obase del
21 (SEQ ID
prende al

de

do no

B es, independientemente, un

nucledsido biciclico; cada N Q es, independientemente, un

nucledsido no biciclico; y cada N
nucledsido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que compr
un oligonucleétido modificado que consiste en 8 a 1
nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucle

oligonucledtido modificado es complementaria a miR-

Z es, independientemente, un

enden
9
obase del
21 (SEQ ID
5
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NO: 1) y en donde el oligonucleétido modificado com prende al
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patrén de
nucledsidos Il en el sentido 5’ a 3’:

NNE-NENINE-(N SNLNENB) 5-N&N*

en donde N Mes, independientemente, un nucledsido modificado

qgue no es un nucleésido biciclico, cada N B es,
independientemente, un nucledsido biciclico; cada N Q es,
independientemente, un nucleésido no biciclico; y N Z es,
independientemente, un nucleésido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que compr enden
un oligonucleétido modificado que consiste en 8 a 1 9
nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucle obase del
oligonucleotido modificado es complementaria a miR- 21 (SEQ ID
NO: 1) y en donde el oligonucleétido modificado com prende al
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patron de
nucledsidos Il en el sentido 5" a 3’:
(R) x-NE-NANENE(N TNUNUNB) 5-N-N*
en donde cada R es un nucledsido no biciclico; X es de 1 a 4;
cada N B es un nucledsido biciclico; cada N Q es un nucledsido
no biciclico; N " es un nucledsido modificado o un nucledsido
no modificado; y cada N Z es un nucleésido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que compr enden
un oligonucleétido modificado que consiste en 8 a 1 9
nucleosidos ligados, en donde la secuencia de nucle obase del
oligonucledtido modificado es complementaria a miR- 21 (SEQID
NO: 1) y en donde el oligonucleétido modificado com prende al
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patrén de
nucleosidos IV en el sentido 5’ a 3’:
NNE-NENINE-(N SNLNENB) 5-N"-N*
en donde N M es un nucleésido modificado que no es un
nucledsido biciclico; cada N B es un nucledsido biciclico;
cada N ? es un nucledsido no biciclico; N Y es un nucleésido
modificado o un nucleésido no modificado; y N Z es un

nucleésido modificado.
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En la presente se proporcionan compuestos que compr
un oligonucleétido modificado que consiste en 8 a 1

nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucle
oligonucledtido modificado es complementaria a miR-

NO: 1) y en donde el oligonucleétido modificado com
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patron
nucledsidos V en el sentido 5’ a 3’:

NNE-(N SN=NBE-NB) ,-N*?

PCT/US2012/ 034880

enden
9
obase del
21 (SEQ ID
prende al
de

en donde N M es un nucleésido modificado que no es un

nucledsido biciclico; cada N B

cada N © es un nucledsido no biciclico; y N
modificado.

En algunas realizaciones el patron de nucledsidos |
I, Xes 1, Xes2, Xes30Xes4.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, el oligonucleétido m
comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11, al
al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16,

17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos
nucledsidos contiguos del patrén de nucledsidos |,

IV o V. En algunas realizaciones de cualquiera de |
compuestos proporcionados en la presente, el oligon
modificado consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15

18, 19, 20, 21 o 22 nucleésidos ligados del patron
nucleésidos I, II, 1ll, IV o V.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, la secuencia de nucl
oligonucledtido modificado es al menos 90% compleme
al menos 95% complementaria 0 es 100% complementari
secuencia de nucleobase de miR-21 (SEQ ID NO: 1).

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, la nucleobase en la
de miR-21 se empareja con la primera nucleobase en
3’ del oligonucledtido modificado.
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En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, cada nucledsido bici
selecciona independientemente de un nucledsido LNA,
nucledsido cEt y un nucledsido ENA.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, al menos dos nucleés
biciclicos comprenden restos de azucar que son dife
entre si. En algunas realizaciones de cualquiera de
compuestos proporcionados en la presente, cada nucl
biciclico tiene el mismo tipo de resto de azlcar.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, cada nucledsido bici
un nucledsido cEt. En algunas realizaciones, el nuc
CEt es un nucledsido S-ckEt. En algunas realizacione
R-cEt. En

realizaciones de cualquiera de los compuestos propo

nucledsido cEt es un nucleésido
en la presente, cada nucleosido biciclico es un nuc
LNA.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, cada nucledsido no b
se selecciona independientemente de un
desoxirribonucledsido, un B-D-ribonucledsido,

nucledsido, un 2’-O-metoxietii nucleésido y un 2'-
fluoronucledsido. En algunas realizaciones de cualq

los compuestos proporcionados en la presente, cada

no biciclico se selecciona independientemente de un
desoxirribonucledsido y un 2’-O-metoxietil nucledsi
algunas realizaciones de cualquiera de los compuest
proporcionados en la presente, cada nucledsido no b

es un B-D-desoxirribonucledsido. En algunas realizaciones
cualquiera de los compuestos proporcionados en la p
2’-O-metoxietil

cada nucleésido no  biciclico es un

nucledésido.

algunas
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En algunas realizaciones de cualquiera de los compu estos
proporcionados en la presente, cada nucledsido bici clico

comprende una nucleobase no metilada.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu estos
proporcionados en la presente, no mas de dos nucled sidos no
biciclicos son 2’-O-metoxietii nucledsidos. En algu nas
realizaciones, cada uno de los otros nucledsido no biciclico

es un p-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu estos
proporcionados en la presente, los nucledsidos no b iciclicos
mas hacia 5’ y mas hacia 3’ son 2’-O-metoxietil nuc ledsidos y
cada uno de los otros nucledsidos no biciclicos es un B-D-
desoxirribonucledsido. En algunas realizaciones de cualquiera
de los compuestos proporcionados en la presente, do S
nucledsidos no biciclicos son 2’-MOE nucleésidos y cada uno
de los otros nucledsidos no Dbiciclicos es un B-D-

desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones del patron de nucleésidos l o
[ll, cada nucledsido de R es un 2’-O-metoxietil nuc ledsido.
En algunas realizaciones del patron de nucledsidos [ o Il
tres nucledsidos de R son 2’-O-metoxietil nucleosid 0S y un
nucledsido de R es un B-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu estos

proporcionados en la presente, al menos un enlace

internucledsido es un enlace internucledsido modifi cado. En
algunas realizaciones de cualquiera de los compuest oS
proporcionados en la presente, cada enlace internuc ledsido es
un enlace internucledsido modificado. En algunas
realizaciones, el enlace internucleésido modificado es un

enlace internucledsido de fosforotioato.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu estos
proporcionados en la presente, al menos un nucledsi do
comprende una nucleobase modificada. En algunas rea lizaciones
de cualquiera de los compuestos proporcionados en | a
presente, al menos una citosina es una 5-metilcitos ina. En
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algunas realizaciones de cualquiera de los compuest 0S
proporcionados en la presente, cada citocina es una 5-
metilcitosina. En algunas realizaciones de cualquie ra de los
compuestos proporcionados en la presente, la citoci na en la
posicion dos del oligonucledtido modificado es una 5-
metilcitosina.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I, R
consiste en cuatro nucleésidos ligados N RLNRZNRNR4 donde

N*! es un 2’-O-metoxietil nucledsido y cada uno de N RZN RN R4

B

es un B-D-desoxirribonucledsido; cada N es un nucleésido S-

cEt;cadaN Qesun p-D-desoxirribonucleésido; y N Z esun 2-O-
metoxietil nucledsido. En algunas realizaciones del patron de
nucleodsidos |, cada R es un 2’-O-metoxietil nucleds ido; X es
1; cada N B es un nucleésido S-cEt; cada N Ces un  p-D-

z

desoxirribonucleésido; y N es un 2’-O-metoxietil nucleésido.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos I, cada R
es un 2’-O-metoxietil nucledsido; X es 1; cada N B es un
nucleodsido S-cEt; cada N Qes un 2’-O-metoxietil nucledsido; y
N es un 2-O-metoxietil nucledsido. En algunas realiz aciones
del patrén de nucleésidos |, cada R es un 2-O-meto xietil
nucleosido; X es 1; cada N B es un nucledsido S-cEt; cada N Qes
un B-D-desoxirribonucledsido; y N Z es un nucledsido S-cEt. En
algunas realizaciones del patron de nucleosidos |, cada R es
un 2’-O-metoxietil nucledsido; X es 1; cada N B es un
nucledsido LNA; cada N Qesun  p-D-desoxirribonucledsido; y N z
es un 2’-O-metoxietil nucleésido. En algunas realiz aciones
del patrén de nucleésidos |, cada R es un 2’-O-meto xietil
nucleodsido; X es 1; cada N B es un nucledsido LNA; cada N Qes
un B-D-desoxirribonucleésido; y N Z es un nucleodsido LNA.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I,
N es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada N B es un nucleédsido
S-cEt;cadaN Qesun p-D-desoxirribonucledsido; y N Z esun 2-
O-metoxietil nucledsido. En algunas realizaciones d el patron
de nucleodsidos I, N Mes un 2-O-metoxietil nucledsido; cada
NP es un nucledsido S-cEt; cada N Q es un 2-O-metoxietil

10
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nucledsido; y N Z es un 2’-O-metoxietil nucledsido. En algunas

realizaciones del patréon de nucleosidos I, N Mes un 2-0O-
metoxietil nucledsido; cada N B es un nucledsido S-cEt; cada N Q
es un B-D-desoxirribonucleésido; cada N es un B-D-
desoxirribonucleésido; y N Z es un nucleésido S-cEt. En algunas
realizaciones del patron de nucleosidos II, N Mes un 2-O-

B es un nucledsido LNA; cada N Q

z

metoxietil nucledsido; cada N
es un p-D-desoxirribonucledsido; y N es un 2’-O-metoxietil

nucleésido. En algunas realizaciones del patron de

nucledsidos 1I, N Mes un 2-O-metoxietil nucledsido; cada N B
es un nucledsido LNA; cada N Q es un B-D-
desoxirribonucleésido; y N Z es un nucleodsido LNA.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos I,
cada R es un 2’-O-metoxietil nucledsido; X es 1; ca daNBesun
nucledsido S-cEt; cada N Qesun  p-D-desoxirribonucleésido; N Y

z

es un p-D-desoxirribonucledsido; y N es un 2’-O-metoxietil

nucledsido. En algunas realizaciones del patron de

nucleosidos lll, cada R es un 2’-O-metoxietil nucle osido; X
es 1; cada N B es un nucleésido S-cEt; cada N Qes un  B-D-
desoxirribonucledsido; N " es un  B-D-desoxirribonucleésido; y
N es un nucledsido S-cEt. En algunas realizaciones de | patron
de nucledsidos lll, cada R es un 2’-O-metoxietil nu cleosido;
X es 1; cada N B es un nucleésido S-cEt; cada N Cesun p-D-
desoxirribonucleésido; N Y es un nucledsido S-cEt; y N Z es un
nucledsido S-cEt.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos Vv,
N es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada N B es un nucleésido
S-cEt; cadaN esun p-D-desoxirribonucledsido; N “esun B-D-
desoxirribonucleosido; N Z es un 2’-O-metoxietil nucledsido. En
algunas realizaciones del patron de nucleosidos 1V, NMes un

B es un nucledsido S-cEt;

Y

2’-O-metoxietil nucledsido; cada N

cada N © es un B-D-desoxirribonucledsido; N
VA

es un g-D-
desoxirribonucleésido; N es un nucleésido S-ckt. En algunas
realizaciones del patrén de nucledsidos IV, N Mes un 2-0O-
metoxietil nucledsido; cada N B es un nucledsido S-cEt; cada N Q

11
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es un p-D-desoxirribonucledsido; N
es un nucledésido S-cEt.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos
es un 2’-O-metoxietil nucledsido; cada N
cEt;cadaN “Qesun p-D-desoxirribonucledsido; y N
metoxietil nucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compu
proporcionados en la presente, el oligonucleétido m
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, e
cada T en la secuencia se selecciona independientem
y U. En algunas realizaciones de cualquiera de los
proporcionados en la presente, el oligonucleétido m
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 4, e
cada T en la secuencia se selecciona independientem
y U.

En la presente se proporcionan metodos para inhibir
actividad de miR-21 que comprenden poner en contact
célula con un compuesto proporcionado en la present
algunas realizaciones, la célula esta in vivo
realizaciones, la célula esta in vitro
realizaciones, la célula es un fibroblasto, una cél
hiperproliferativa, un queratinocito o una célula h
En algunas realizaciones, el fibroblasto es un fibr
hiperproliferativo.

En la presente se proporcionan métodos para disminu
expresion de colageno en una célula que comprenden
contacto una célula con un compuesto proporcionado

presente.

Y es un nucledsido S-cEt; N
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En la presente se proporcionan métodos para tratar,

prevenir o retrasar el inicio de una enfermedad aso
miR-21, que comprende administrar a un individuo qu
dicha enfermedad cualquiera de las compuestos propo
en la presente.

En algunas realizaciones, la enfermedad es fibrosis
fibrosis rena

algunas realizaciones, la fibrosis es

ciada con
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|1
12



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952

fibrosis pulmonar, fibrosis hepética, fibrosis card

fibrosis cutdnea, fibrosis senil, fibrosis del bazo

esclerodermia o fibrosis postrasplante.
En algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis r

y esta presente en un individuo que tiene una enfer

seleccionada de glomeruloesclerosis, fibrosis
tubulointersticial, nefropatia por IgA, fibrosis
intersticial/atrofia tubular; dafio renal crénico, e

glomerular, glomerulonefritis, diabetes mellitus,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopéatica,
nefropatia membranosa, glomerulopatia colapsante, i

renal recurrente cronica y enfermedad renal termina
algunas realizaciones, la fibrosis renal resulta de

traumatismo agudo o repetitivo al rinon.

En algunas realizaciones, la fibrosis es una fibros
hepatica y esta presente en un individuo que padece
enfermedad seleccionada de lesion hepatica cronica,
por hepatitis, esteatohepatitis no alcoholica y cir

En algunas realizaciones, la fibrosis pulmonar es
fibrosis pulmonar idiopatica o el individuo tiene e
pulmonar obstructiva cronica.

En algunas realizaciones, la
enfermedad inflamatoria.

En la presente se proporcionan métodos para promove
curacion de heridas en un individuo que comprende a
a un individuo que tiene una herida aguda o cronica
cualquiera de los compuestos proporcionados en la p
En algunas realizaciones, la herida cronica es una
quirargica aguda o croénica, una lesion por penetrac
lesion por avulsion, una lesién por aplastamiento,
por cizallamiento, una lesion por quemadura, una la
un herida por mordedura, una UuUlcera arterial, una U
venosa, una Uulcera por presion o una Ulcera diabéti
algunas realizaciones, el compuesto se administra t

a la herida.

enfermedad es una
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En la presente se proporcionan métodos para tratar
trastorno fibroproliferativo en un individuo que co
administrar al individuo cualquiera de los compuest
proporcionados en la presente.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la pres
puede comprender seleccionar un individuo que tenga
elevada de miR-21 en uno o mas tejidos.

En algunas realizaciones, la administracién
cualquiera de los compuestos proporcionados en la p

un individuo reduce la expresion de colageno.

En algunas realizaciones, un individuo necesita una

funcién organica mejorada, en donde la funcién orga
selecciona de funcidén cardiaca, funcion pulmonar,
hepatica y funcidn renal. En algunas realizaciones,
administracion de cualquiera de los compuestos prop
en la presente mejora una funcién organica en el in
en donde la funcion organica se selecciona de func
cardiaca, funcion pulmonar, funcion hepatica y func
Cualquiera de los métodos proporcionados en la pres
comprende evaluar la funcion renal en un individuo,
incluir medir el nitrdgeno ureico en sangre en la s
individuo; medir la creatinina en la sangre del ind
medir el aclaramiento de creatinina en el individuo
proteinuria en el individuo; medir la relacion albu
el individuo; y/o medir la diuresis en el individuo
Cualquiera de los métodos proporcionados en la pres
puede comprender evaluar la funcion hepéatica en un
gque puede incluir medir los niveles de
aminotransferasa en la sangre del individuo; medir
niveles de aspartato aminotransferasa en la sangre
individuo; medir los niveles de bilirrubina en la s
individuo; medir los niveles de albumina en la sang
individuo; medir el tiempo de protrombina en el ind
medir la ascitis en el individuo; y/o medir la ence

en el individuo.

alanina
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Cualquiera de los métodos proporcionados en la pres
puede comprender evaluar la funciéon pulmonar en un
gue puede incluir medir la capacidad vital en el in
medir la capacidad vital maxima en el individuo; me
volumen de espiratorio maximo en el primer segundo
individuo; medir la tasa de flujo espiratorio pico
individuo; medir el flujo espiratorio maximo en el
medir la ventilacion voluntaria maxima en el indivi
determinar la relacién entre el volumen de espirato
en el primer segundo y la capacidad vital maxima en
individuo; medir la relacién ventilacion/perfusiéon
individuo; medir el lavado de nitrégeno en el indiv
medir el volumen absoluto de aire en uno 0 mas pulm
individuo.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la pres
puede comprender evaluar la funcion cardiaca en un
que puede incluir medir el gasto cardiaco en el ind
medir el volumen sistolico en el individuo; medir |
media de eyeccion sistolica en el individuo; medir
sanguinea sistolica en el individuo; medir la fracc
eyeccion de ventriculo izquierdo en el individuo; d
el indice sistdlico en el individuo; determinar el
cardiaco en el individuo; medir el porcentaje de ac
fraccional del ventriculo izquierdo en el individuo
velocidad media del acortamiento de fibras circunfe
en el individuo; medir el patréon de velocidad de af
del ventriculo izquierdo en el individuo; medir el
velocidad de flujo venoso pulmonar en el individuo;
la velocidad diastdlica inicial pico del anillo mit
individuo.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la pres
pueden comprender administrar a un individuo al men

agente terapéutico seleccionado de un

antiinflamatorio, un agente inmunosupresor, un agen

antidiabético, digoxina, un vasodilator, inhibidore
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enzima convertidora de angiotensina Il (ECA), bloqu eadores de
receptor de angiotensina Il (BRA), un bloqueador de canal de
calcio, un dinitrato de isosorbida, una hidralazina , un
nitrato, una hidralazina, un beta-bloqueador, pépti dos
natriuréticos, un heparinoide y un inhibidor de fac tor de
crecimiento de tejido conectivo. En algunas realiza ciones, el
agente antiinflamatorio es un agente antiinflamator i0 no
esteroide, en donde el agente antiinflamatorio no e steroide
se selecciona opcionalmente de ibuprofeno, un inhib idor de
COX-1 y un inhibidor de COX-2. En algunas realizaci ones, el
agente inmunosupresor se selecciona de un corticoes teroide,

ciclofosfamida 'y  micofenolato  mofetiio. En  algunas
realizaciones, un agente antiinflamatorio es un

corticoesteroide, en donde el corticoesteroides es

opcionalmente prednisona. En algunas realizaciones, los
inhibidores re la enzima convertidora de angiotensi na Il
(ECA) se seleccionan de captopril, enalapril, lisin opril,
benazepril, quinapril, fosinopril y ramipril. En al gunas
realizaciones, los bloqueadores del receptor de ang iotensina

I (BRA) se selecciona de candesartan, irbesartan,

olmesartan, losartan, valsartan, telmisartan y epro sartan.

En algunas realizaciones, la enfermedad es cancer. En
algunas realizaciones, el cancer es cancer de higad 0, cancer
de mama, cancer de vejiga, cancer de prOstata, canc er de

colon, cancer de pulmén, cancer de cerebro, cancer

hematoldgico, cancer pancreético, cancer de cabeza y cuello,
cancer de la lengua, cancer de estomago, cancer de piel o
cancer de tiroides. En algunas realizaciones, el ca ncer de
higado es carcinoma hepatocelular. En algunas reali zaciones,
el cancer de cerebro es glioblastoma multiforme. En algunas
realizaciones, el cadncer hematologico es leucemia mielégena
aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia monocit ica aguda,
mieloma multiple, leucemia linfocitica croénica, leu cemia
mieloide cronica, linfoma hodgkiniano o] linfoma

nohodgkiniano.

16
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En algunas realizaciones, los métodos proporcionado s en
la presente comprenden administrar al menos una ter apia
anticancerosa adicional al individuo. En algunas
realizaciones, la terapia anticancerosa es un agent e que dafa
el ADN, un inhibidor de proliferacion, un antifolat 0, un
inhibidor del receptor del factor de crecimiento, u n agente
antiangiogénico, un inhibidor de la tirosina cinasa del
receptor, un inhibidor de cinasa, un inhibidor del factor de
crecimiento, un agente citotoxico, radioterapia o r eseccion
quirargica de un tumor. En algunas realizaciones, e | agente
gue dafla el ADN es 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosour ea,
busulfan, carboplatino, carmustina, clorambucil, ci splatino,
ciclofosfamida, dacarbazina, daunorrubicina, doxorr ubicina,
epirrubicina, etoposido, idarrubicina, ifosfamida,
irinotecan, lomustina, mecloretamina, melfalan, mit omicina C,
mitoxantrona, oxaliplatino, temozolomida o topoteca n. En

algunas realizaciones, el antifolato es metotrexato :

aminopterina, timidilato sintasa, serina
hidroximetiltransferasa, foliilpoliglutamil sinteta sa, 0O
glutamil hidrolasa, glicinamida-ribonucleétido
transformilasa, leucovorina, amino-imidazol-carboxa mida-

ribonucledtido transformilasa, 5-fluorouracilo o] un

transportador de folato. En algunas realizaciones, el
inhibidor del receptor del factor de crecimiento es erlotinib

o gefitinib. En algunas realizaciones, el inhibidor de
angiogénesis es bevacizumab, talidomida, carboxiami dotriazol,
TNP-470, CM101, IFN- o, factor de plaguetas 4, suramina,

SU5416, trombospondina, un antagonista de VEGFR, fa ctor
inhibidor de angiogénesis derivado de cartilago, un inhibidor

de metaloproteinasa de matriz, angiostatina, endost atina, 2-
metoxiestradiol, tecogalan, tetratiomolibdato, prol actina o
linomida. En algunas realizaciones, el inhibidor de cinasa es
bevacizumab, BIBW 2992, cetuximab, imatinib, trastu zumab,
gefitinib, ranibizumab, pegaptanib, sorafenib, dasa tinib,
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sunitinib, erlotinib, nilotinib, lapatinib, panitum umab,
vandetanib, E7080, pazopanib, mubritinib o fostamat inib.

En algunas realizaciones, la administracion a un

individuo que tiene cancer resulta en la reduccion del tamafio
del tumor y/ o en la cantidad de tumores. En alguna S
realizaciones, la administracion a un individuo que tiene
cancer previene o retrasa un aumento en el tamafio d el tumor
y/ 0 en la cantidad de tumores. En algunas realizac iones, la
administracion a un individuo que tiene cancer prev iene o
frena la progresién metastasica. En algunas realiza ciones, la
administracion a un individuo que tiene cancer prol onga el

tiempo de sobrevida total y/o la sobrevida libre de

progresion del individuo. En algunas realizaciones, los
métodos proporcionados en la presente comprenden se leccionar
un individuo que tiene niveles elevados de alfa-fet oproteina
en suero y/o niveles elevados de des-gamma-carboxip rotrombina
en  suero. En algunas realizaciones, los  métodos
proporcionados en la presente comprenden reducir la alfa-
fetoproteina en suero y/o la des-gamma-carboxiprotr ombina en
suero. En algunas realizaciones, los métodos propor cionados
en la presente comprenden seleccionar un animal que tiene una

funcién hepética anormal.
En cualquiera de los meétodos proporcionados en la
presente, el individuo es un humano.
En cualquiera de los métodos proporcionados en la
presente, el compuesto esta presente como una compo siciéon
farmacéutica.

Cualquiera de los compuestos proporcionados en la

presente pueden wusarse en terapia. Cualquiera de lo S
compuestos proporcionados en la presente pueden usa rse en el
tratamiento de la fibrosis. Cualquiera de los compu estos
proporcionados en la presente pueden usarse para pr omover la

curacion de heridas. Cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente pueden usarse en el t ratamiento

del cancer. Cualquiera de los compuestos proporcion ados en la
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presente pueden usarse para prevenir y/o retrasar e
de la metéastasis.

Cualquiera de los compuestos proporcionados en
presente pueden usarse en el tratamiento de una enf
cardiaca.

Cualquiera de los compuestos proporcionados en
presente pueden usarse en la preparaciéon de un medi
Cualquiera de los compuestos proporcionados en la p
pueden usarse en la preparacion de un medicamento p
la fibrosis. Cualquiera de los compuestos proporcio
la presente pueden usarse en la preparacion de un m
para promover la curacion de heridas. Cualquiera de

compuestos proporcionados en la presente pueden usa

preparacion de un medicamento para tratar el cancer

Cualquiera de los compuestos proporcionados en la p

pueden usarse en la preparacion de un medicamento p

prevenir y/o retrasar el inicio de la metastasis.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la relacion entre la albumina e
orina y la creatinina (ACR,
de isquemia reperfusion/nefrectomia (IR/Nx) a los ¢
administr6 compuestos anti-miR21, tal como se descr
Ejemplo 5.

La Figura 2 muestra la expresion de (A) colageno 1A
(B) coldgeno 3A1l en rifiones de ratones del modelo d
los que se administr6 compuestos anti-miR21, tal co
describe en el Ejemplo 6.
DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se defina de otra forma, todos los térm
cientificos y técnicos utilizados en la presente ti
mismo significado comdnmente conocido por un expert
técnica a quien esta dirigida esta invenciéon. A me
proporcionen definiciones especificas, la nomenclat
utilizada en relacién con, y los procedimientos y t

de, quimica analitica, quimica organica sintética y

PCT/US2012/ 034880
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medicinal y farmacéutica descritos en la presente s
aguellos conocidos y usados comunmente en la técnic
caso de existir varias definiciones para los términ
presente, prevaleceran las indicadas en esta seccid
pueden usar técnicas estdndares para sintesis quimi
analisis quimico, preparacién, formulacion y admini
farmacéutica y para tratamiento de los individuos.
técnicas y procedimientos pueden encontrarse por €j
“Carbohydrate Modifications in Antisense Research”
por Sangvi and Cook, American Chemical Society , Wa
D.C., 1994; y "Remington's Pharmaceutical Sciences
Publishing Co., Easton, Pa., 18a edicién, 1990; y q
incorporan a la presente a modo de referencia a tod
efectos. Cuando esté permitido, todas las patentes
solicitudes de patente, solicitudes publicadas y
publicaciones, secuencias de GENBANK, sitios web y
materiales publicados mencionados a lo largo de tod
divulgacion en la presente, a menos que se indique
contrario, se incorporan a modo de referencia en su
totalidad. Cuando se haga referencia a una URL u ot
identificador o direccion, se entenderd& que dichos
identificadores pueden cambiar y la informacion esp
internet puede cambiar, pero se podra encontrar inf
equivalente buscando en internet. La referencia a
evidencia la disponibilidad y difusiébn publica de d
informacion.

Antes de que las presentes composiciones y métodos
divulguen y describan, se entendera que la terminol
en la presente es solamente a efectos de describir
realizaciones especificas y no se pretende que sea
Cabe sefalar que, como se utilizan en la memoria de
y las reivindicaciones adjuntas, las formas singula
"uno/a”’ y “el/la” incluyen referentes plurales a me
contexto indique claramente lo contrario.
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on
a. En
os en la
n. Se
ca,
stracion
Ciertas
emplo en
Editado
shington
" Mack
ue se

os los

otros

a la

ro

ecifica en
ormacion
los mismos

icha

se
ogia usada

limitante.
scriptiva
res

nos que el

20



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952

PCT/US2012/ 034880

“Fibrosis” significa la formacion o desarrollo de t ejido
conectivo fibroso excesivo en un érgano o tejido. E n algunas
realizaciones, la fibrosis ocurre como un proceso r eparados o
reactivo. En algunas realizaciones, la fibrosis ocu rre en
respuesta a un dafio o lesion. El término “fibrosis” se
entendera como la formacién o desarrollo de tejido conectivo
fiboroso excesivo en un 6érgano o tejido como un proc eso
reparador o reactivo, en oposicion a una formacion de tejido
fibroso como constituyente normal de un 6rgano o te jido.

Un “individuo que se sospecha que tiene” significa un
individuo que exhibe uno o mas indicadores clinicos de una
enfermedad.

Un “individuo que se sospecha que tiene fibrosis”
significa un individuo que exhibe uno o mas indicad ores
clinicos de fibrosis.

“Fibroblasto” significa una célula que da origen al
tejido conectivo.

“Trastorno fibroproliferativo” significa una trasto rno
caracterizado por la proliferacion excesiva y/o act ivacion de
fibroblastos.

“Cancer de higado” significa un tumor maligno en el
higado, ya sea un cancer primario o un cancer produ cto de
metastasis. En algunas realizaciones, el cancer de higado
incluye, a modo no taxativo, cancer que surge de he patocitos,
tal como, por ejemplo, hepatomas y carcinomas
hepatocelulares; carcinoma fibrolamelar; y colangio carcinomas
(o céancer de vias biliares).

“Metastasis” significa el proceso por el que el can cer
se extiende desde el lugar donde se origind como un tumor
primario a otras ubicaciones en el cuerpo. La prog resion
metastasica de un tumor primario refleja multiples estadios,
incluidos disociacion de las células tumorales prim arias
circundantes, supervivencia en la circulacion y cre cimiento

en una ubicacién secundaria.

21



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952

“Tiempo de sobrevida total” significa el periodo de

PCT/US2012/ 034880

tiempo que un individuo sobrevive después del diagn ostico o
tratamiento de una enfermedad. En algunas realizaci ones, la
enfermedad es cancer. En algunas realizaciones, el tiempo de
sobrevida total es la sobrevida después del diagnés tico. En
algunas realizaciones, el tiempo de sobrevida total es la
sobrevida después del inicio del tratamiento.

“Sobrevida libre de progresion” significa un period o de
tiempo en el que un individuo que tiene una enferme dad
sobrevive, sin que la enfermedad empeore. En alguna S
realizaciones, la sobrevida libre de progresion se evalla
mediante estadificacion o valoracion de la enfermed ad. En
algunas realizaciones, la sobrevida sin progresion de un
individuo que tiene cancer de higado se evalla dete rminando
el tamafio del tumor, la cantidad de tumores y/o la
metastasis.

“Anti-miR” significa un oligonucleodtido que tiene u na
secuencia de nucleobase complementaria a un microAR N. En
algunas realizaciones, un anti-miR es un oligonucle otido
modificado.

“Anti-miR-X" donde “miR-X” designa un  microARN
especifico, significa un oligonucledtido que tiene una
secuencia de nucleobase complementaria a miR-X. En algunas
realizaciones, un anti-miR-X es totalmente compleme ntario a
miR-X. En algunas realizaciones, un anti-miR-X es a | menos
80%, al menos 85%, al menos 90% o al menos 95% comp lementario
a miR-X. En algunas realizaciones, un anti-miR-X es un

oligonucledtido modificado.

“miR-21" significa el mMIARN madura que tiene la
secuencia de nucleobase UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA (SEQ

1).
“secuencia tallo-bucle de miR-21" significa la secu
nucleobase

tallo-bucle que tiene la secuencia de

UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAOBGORSRAGG

GCUGUCUGACA (SEQ ID NO: 2).

ID NO:

encia
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“Acido nucleico objetivo” significa un &cido nuclei co
para el que se disefla un compuesto oligomérico para
hibridacion.

“Direccionamiento” significa el proceso de disefio y
selecciéon de la secuencia de nucleobase que se hibr idara con
un &cido nucleico objetivo.

“Dirigido a” significa que tiene una secuencia de

nucleobase que permitira la hibridacién con un &cid o nucleico
objetivo.

“Acoplamiento objetivo” significa la interaccion de un
oligonucledtido con el microARN al que es complemen tario, de
una forma que cambia la actividad, expresion o nive | del
microARN. En algunas realizaciones, el acoplamiento objetivo
significa un anti-miR que interactia con el microAR N al que
es complementario, de forma se inhibe que la activi dad del
microARN.

“Modulaciéon” significa una perturbacion de la funci on,
cantidad o actividad. En algunas realizaciones, la
modulacion significa un aumento en la funcion, cant idad o
actividad. En algunas realizaciones, la modulacion significa

una disminucién en la funcién, cantidad o actividad

“Expresion” significa cualesquiera funciones y etap as
por la que una informacion codificada por un gen se convierte
en estructuras presentes y operantes en una célula.

“Sitio objetivo en 5 significa la nucleobase de u n
acido nucleico objetivo que es complementaria a la nucleobase
mas proxima a 3’ de un oligonucleétido especifico.

“Sitio objetivo en 3 significa la nucleobase de u n
acido nucleico objetivo que es complementaria a la nucleobase

mas proxima a 5’ de un oligonucleétido especifico.

“Region” significa una porcion de nucleésidos ligad 0S
dentro de un acido nucleico. En algunas realizacion es, un
oligonucledtido tiene una secuencia de nucleobase ¢ ue es
complementaria a una regién de un acido nucleico ob jetivo.
Por ejemplo, en algunas realizaciones un oligonucle otido es

23



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952 PCT/US2012/ 034880

complementario a una regién de una secuencia tallo- bucle de
un microARN. En algunas realizaciones, un oligonucl eotido es
totalmente complementario a una region de una secue ncia

tallo-bucle de un microARN.

“Segmento” significa una porcibn mas pequefia o0
subporcién de una region.

“Secuencia de nucleobase” significa el orden de
nucleobases contiguas en un compuesto oligomérico o acido

nucleico, tipicamente indicado en sentdo 5 a 3,

independiente de cualquier azucar, enlace y/o modif icacion de
nucleobase.
“Nucleobases contiguas” significa nucleobases
inmediatamente adyacentes entre si en un acido nucl eico.
“Complementariedad de nucleobase” significa la capa cidad
de dos nucleobases para emparejarse no covalentemen te a

través de enlaces de hidrégeno.

“Complementariedad” significa que un acido nucleico es
capaz de  hibridarse con otro acido nucleico u
oligonucleotido. En algunas realizaciones, la
complementariedad se refiere a un oligonucleétido c apaz de
hibridarse con un acido nucleico objetivo.

“Totalmente complementario” significa  que cada

nucleobase de un oligonucleétido es capaz de empare jarse con
una nucleobase en cada posicién correspondiente en un acido
nucleico objetivo. En algunas realizaciones, un

oligonucledtido es totalmente complementario a un m icroARN,

es decir, cada nucleobase del oligonucleétido es
complementaria a una nucleobase en una  posicidn
correspondiente en el microARN. En algunas realizac ilones, un

oligonucledtido en donde cada nucleobase tiene

complementariedad con una nucleobase dentro de una region de
una secuencia tallo-bucle de un microARN es totalme nte
complementaria a la secuencia tallo-bucle del micro ARN.

“Porcentaje de complementariedad” significa el
porcentaje de nucleobases de un oligonucleétido que son

24



10

15

20

25

30

W02012/ 148952 PCT/US2012/ 034880
complementarias a una porcion de igual longitud de un acido
nucleico objetivo. El porcentaje de complementarie dad se
calcula dividiendo la cantidad de nucleobases del

oligonucle6tido que son complementarias a nucleobas es en
posiciones correspondientes en el acido nucleico ob jetivo
entre la cantidad total de nucleobases en el oligon ucleétido.

“Porcentaje de identidad” significa la cantidad de
nucleobases en un primer acido nucleico que son idé nticas a
las nucleobases en posiciones correspondientes en u n segundo
acido nucleico, dividida entre la cantidad total de
nucleobases en el primer &cido nucleico. En algunas
realizaciones, el primer acido nucleico es un micro ARN vy el
segundo &cido nucleico es un microARN. En algunas
realizaciones, el primer acido nucleico es un oligo nucleotido
y el segundo acido nucleico es un oligonucledtido.

“Hibridar” significa el apareamiento de acidos nucl eicos
complementarios que ocurre por medio de la compleme ntariedad
de nucleobases.

“Malemparejamiento” significa una nucleobase de un
primer acido nucleico que no es capaz de emparejars e con una
nucleobase en una posicion correspondiente de un se gundo
acido nucleico.

“Idéntico” en el contexto de las secuencias de

nucleobase, significa tener la misma secuencia de n ucleobase,
independiente del azucar, enlace y/o modificaciones de
nucleobase e independiente del estado de metilacién de

cualquier pirimidina presente.

“MicroARN” significa un ARN no codificante endégeno de
entre 18 y 25 nucleobases de longitud, que es produ cto de la
escision de un pre-microARN mediante la enzima Dice r. Se
encuentran ejemplos de microARN maduros en la base de datos
de microARN denominada miRBase
(http://microrna.sanger.ac.uk/). En algunas realiza ciones,

microARN se abrevia “microARN” o0 “miR.”
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“Pre-microARN” o “pre-miR” significa un ARN no

codificante que tiene una estructura de horquilla, gque es

producto de la escision de wun pri-miR mediante la

ribonucleasa especifica de ARN bicatenario denomina da Drosha.
“Secuencia tallo-bucle” significa un ARN que tiene una
estructura de horquilla y que contiene una secuenci a de
microARN maduro. Las secuencias pre-microARN vy las secuencias
talle-bucle pueden superponerse. Se encuentran ejem plos de
secuencias tallo-bucle en la base de datos de micro ARN

denominada miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/).
“Pre-microARN” o “pre-miR” significa un ARN no

codificante que tiene una estructura de horquilla g ue es
sustrato para la ribonucleasa especifica de ARN bic atenario
Drosha.

“Precursor de microARN” significa un transcrito que se
origina a partir de ADN genomico y que comprende un ARN

estructurado no codificante que comprende una 0 mas

secuencias de microARN. Por ejemplo, En algunas rea lizaciones
un precursor de microARN es un pre-microARN. En alg unas
realizaciones, un precursor de microARN es un pri-m icroARN.

“Transcrito  regulado por microARN” significa un
transcrito que es regulado por un microARN. “Trans crito
monocistronico” significa un precursor de microARN que
contiene una unica secuencia de microARN.

“Transcrito policistronico” significa un precursor de
microARN que contiene dos 0 mas secuencias de micro ARN.

“Secuencia semilla” significa una secuencia de
nucleobase que comprende de 6 a 8 nucleobases conti guas de
las nucleobases 1 a 9 del extremo 5 de una secuenc ia de
microARN maduro.

“Secuencia coincidente con semilla” significa una

secuencia de nucleobase que es complementaria a una secuencia
semilla y que tiene la misma longitud que la secuen cia
semilla.
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“Compuesto oligomérico” significa un compuesto que

comprende una pluralidad de subunidades monoméricas
Los compuestos oligoméricos incluyen oligonucle6tid

“Oligonucleétido” significa un compuesto que compre
una pluralidad de nucledsidos ligados, pudiendo est
uno modificado o no modificado, independientes entr

“Enlace internucledsido de origen natural” signific
enlace fosfodiéster de 3’ a 5’ entre nucledsidos.

“Azucar natural” significa un azlcar que se encuent
el ADN (2'-H) o ARN (2-OH).

“Enlace internucleésido” significa un enlace covale
entre nucledsidos adyacentes.

“Nucleésidos ligados” significa nucledsidos acoplad
mediante un enlace covalente.

“Nucleobase” significa un resto heterociclico capaz
emparejarse no covalentemente con otra nucleobase.

“Nucledsido” significa una nucleobase ligada a un r
de azucar.

“Nucledtido” significa un nucleésido que tiene un g
fosfato ligado covalentemente a la porcion de azlca
nucledosido.

“Compuesto que comprende un oligonucleétido modific
una cantidad de nucledsidos

que consiste en” ligado

significa un compuesto que incluye un oligonucleoti

modificado que tiene una cantidad especificada de n
ligados. Por consiguiente, el compuesto puede incl
sustituyentes o conjugados adicionales. A menos qu

indiqgue lo contrario, el compuesto no incluye ningu

nucledsido adicional ademas de los del oligonucleét
“Compuesto que comprende un oligonucleétido modific
una cantidad de nucledsidos

gue consiste en” ligado

significa un compuesto que incluye un oligonucleoti

modificado que tiene una cantidad especificada de n
ligados. Por consiguiente, el compuesto puede incl

sustituyentes o conjugados adicionales. A menos qu
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indique lo contrario, el compuesto no incluye ninga
nucledsido adicional ademas de los del oligonucleot
modificado.

“Oligonucledtido modificado” significa un

oligonucledtido que tiene una o mas modificaciones

respecto a un extremo, azUcar, nucleobase y/o enlac

internucledésido de origen natural. Un oligonucleoti
modificado puede comprender nucledsidos no modifica
“Oligonucledtido modificado de hebra simple” signif
un oligonucleo6tido modificado que no se hibrida con
complementaria.
“Nucleésido modificado” significa un nucledsido que
tiene cualquier cambio con respecto a un nucledsido
natural. Un nucledsido modificado puede tener un az
modificado y una nucleobase no modificada. Un nucle
modificado puede tener un azucar modificado y una n
modificada. Un nucledsido modificado puede tener un
modificada.  En

natural 'y una  nucleobase

realizaciones, el nucledsido modificado es un nucle
biciclico. En algunas realizaciones, el nucledsido
es un nucledsido no biciclico.

“Enlace internucledsido modificado” significa cualq
cambio con respecto a un enlace internucledsido de
natural.

“Enlace internucleésido fosforotioato” significa un
enlace entre nucleésidos donde uno de los atomos qu
puentes es un atomo de azufre.

“Resto de azucar modificado” significa una sustituc
y/o cualquier cambio con respecto a un azdcar natur

“Nucleobase no modificada" significa las bases
heterociclicas de origen natural de ARN o ADN: las
purinicas adenina (A) y guanina (G) y las bases pir
timina (T), citosina (C) (incluida 5-metilcitosina)

().

algunas
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“5-metilcitosina” significa una citosina que compre
un grupo metilo acoplado a la posicion 5.

“Citosina no metilada” significa una citosina que n
tiene un grupo metilo acoplado a la posicién 5.

“Nucleobase modificada” significa cualquier nucleob
gue no es un nucleobase no modificada.

“Furanosilo” significa una estructura que comprende
anillo de 5 miembros que consiste en cuatro atomos
y un 4&tomo de oxigeno.

“Furanosilo de origen natural” significa un
ribofuranosilo tal como se encuentra en el ARN de o
natural o un desoxirribofuranosilo tal como se encu
el ADN de origen natural.

“Resto de azucar’ significa un furanosilo de origen
natural o un resto de azucar modificado.

“Resto de azucar modificado” significa un resto de
azucar sustituido o un subrogado de azucar.

“Resto de azlcar sustituido” significa un furanosil
no es un furanosilo de origen natural. Los restos
sustituidos incluyen, a modo no taxativo, restos de
que comprenden modificaciones en la posicion 2, en
posicion 5’ y/o en la posicién 4’ de un furanosilo
natural.  Determinados restos de azucar sustituidos
restos de azucar biciclicos.

“Subrogado de azucar" significa una estructura que
comprende un furanosilo y que es capaz de reemplaza
furanosilo de origen natural de un nucleosido, de f
el nucleésido resultante sea capaz de (1) incorpora
nucledsido

oligonucleétido y (2) hibridarse con un

complementario. Dichas estructuras incluyen cambio
relativamente simples en el furanosilo, tales como

que comprenden una cantidad diferente de atomos (po

anillos de 4, 6 o 7 miembros); reemplazo del oxigen
furanosilo con un atomo que no es oxigeno (por ejem

carbono, azufre o nitrégeno); o un cambio en la can

PCT/US2012/ 034880

nde

ase

un

de carbono

rigen

entra en

0 que
de azucar
azlcar
la
de origen

son

no
r el
orma que

rse a un

anillos
r ejemplo,
o del
plo,
tidad de
29



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952 PCT/US2012/ 034880

atomos y un reemplazo del oxigeno. Dichas estructu ras
también pueden comprender sustituciones correspondi entes a
las descritas para los restos de azucar sustituidos (por
ejemplo, subrogados de azucar de 6 miembros carboci clicos
biciclicos que comprenden opcionalmente  sustituyent es
adicionales). Los subrogados de azUcar también inc luyen
reemplazos de azucar mas complejos (por ejemplo, lo S sistemas
no anulares del acido nucleico peptidico). Los sub rogados de

azucar incluyen, a modo no taxativo, morfolinos,
ciclohexenilos y ciclohexitoles.
“Azucar 2'-O-metilo” o *“azicar 2’-OMe” significa un

azucar que tiene una modificacion de O-metilo en la posicion
2"

“Azucar 2’-O-metoxietilo” o “azucar 2’-MOE” signifi caun
azucar que tiene una modificacion de O-metoxietilo en la
posicion 2'.

“Azucar 2’-O-fluoro” o “azucar 2'-F” significa un a zUcar
que tiene una modificacion de fluoro en la posicion 2.

“Resto de azucar biciclico” significa un resto de a zUcar
modificado que comprende un anillo de 4 a 7 miembro S
(incluido, a modo no taxativo, un furanosilo) que c omprende
un puente que conecta dos atomos del anillo de 4 a 7 miembros
para formar un segundo anillo, resultando en una es tructura
biciclica. En algunas realizaciones, el anillo de 4 a7
miembros es un anillo de azucar. En algunas realiz aciones,
el anillo de 4 a 7 miembros es un furanosilo. En a Ilgunas
realizaciones, el puente conecta el carbono en 2 vy el

carbono en 4’ del furanosilo.
“Resto de azlcar de acido nucleico bloqueado (LNA)”
significa un resto de azucar sustituido que compren de un
puente (CH ,)-O entre los atomos del anillo furanosa en 4’ y
2.
“Resto de azucar ENA” significa un resto de azUcar
sustituido que comprende un puente (CH 2) 2-O entre los atomos
del anillo furanosa en 4’y 2'.
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“Resto de azUcar de etilo limitado (CEt)” significa un
resto de azucar sustituido que comprende un puente CH(CH)-O
entre los atomos del anillo furanosa en 4’y 2'. E n algunas
realizaciones, el puente CH(CH 3)-O se limita en el sentido S.

En algunas realizaciones, el (CH 2) 2-O se limita en el sentido
R.

“Resto de azucar S-cEt” significa un resto de azlca r

sustituido que comprende un puente CH(CH 3)-O limitado en S

entre los atomos del anillo furanosa en 4’y 2'.

“Resto de azucar R-cEt” significa un resto de azulca r
sustituido que comprende un puente CH(CH 3)-O limitado en R
entre los atomos del anillo furanosa en 4’y 2'.

Nucledsido  “2’-O-metilo” significa un  nucledsido

modificado en 2’ que tiene una modificacion de azuc ar 2’-O-
metilo.

Nucledsido “2’-O-metoxietilo” significa un nucledsi do
modificado en 2’ que tiene una modificacion de azuc ar 2’-0O-
metoxietilo. Un nucledsido 2’-O-metoxietilo puede c omprender

una nucleobase modificada o no modificada.

“Nucleésido 2’-fluoro” significa un nucledsido
modificado en 2’ que tiene una modificacion de azuc ar 2’-
fluoro. Un nucleésido 2'-fluoro puede comprender un a

nucleobase modificada o no modificada.

“Nucleésido biciclico” significa un nucledsido
modificado en 2’ que tiene un resto de azlcar bicic lico. Un
nucledsido  biciclico puede comprender una nucleobas e

modificada o no modificada.

“Nucleésido cEt” significa un nucledsido que compre nde
un resto de azucar cEt. Un nucledsido cEt puede com prender
una nucleobase modificada o no modificada.

“Nucleésido S-cEt” significa un nucledsido que comp rende
un resto de azlcar S-cEt.

“Nucleésido R-cEt” significa un nucledsido que comp rende
un resto de azlcar R-cEt.
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“Nucleésido no biciclico” significa un nucleésido q ue
tiene un azucar distinto a un azucar biciclico. En algunas
realizaciones, un nucledsido no biciclico comprende un azdcar
de origen natural. En algunas realizaciones, un nuc leésido no
biciclico comprende un azucar modificado. En alguna S
realizaciones, un nucleésido no biciclico es un B-D-
desoxirribonucleosido. En algunas realizaciones, un
nucledsido no biciclico es un nucledsido 2’-O-metox ietilo.

“ 3-D-desoxirribonucledsido” significa un nucledsido d e
ADN de origen natural. Un g-D-desoxirribonucledsido puede
comprender una nucleobase modificada o no modificad a.

“ B-D-ribonucledsido” significa un nucleésido de ARN d e
origen natural. Un g-D-ribonucledsido puede comprender una
nucleobase modificada o no modificada.

“Nucleésido LNA” significa un nucledsido que compre nde
un resto de azucar LNA.

“Nucleésido ENA” significa un nucledsido que compre nde
un resto de azucar ENA.

“Motivo” significa un patron de nucleobases, azucar es
y/o enlaces internucledsidos modificados y/o no mod ificados
en un oligonucleotido. En algunas realizaciones, un motivo es
un patrén nucleosidico.

“Patron nucleosidico”  significa un  patréon  de
modificaciones de nucledsidos en un oligonucledtido
modificado o una region del mismo. Un patron nucleo sidico es
un motivo que describe la disposicién de las modifi caciones
de nucledsidos en un oligonucleétido.

“Oligonucleétido completamente modificado” signific a que
cada nucleobase, cada azucar y/o cada enlace intern ucledsido
esta modificado.

“Oligonucledétido modificado uniformemente” signific a que
cada nucleobase, cada azucar y/o cada enlace intern ucledsido
tiene la misma modificacion en todo el oligonucle6t ido

modificado.
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“Modificacion estabilizante” significa una modifica
en un nucledsido que proporciona estabilidad mejora
oligonucledtido modificado, en presencia de nucleas
respecto a las proporcionadas por los 2’-desoxinucl
ligados mediante enlaces internucledsidos fosfodiés
ejemplo, en algunas realizaciones, un
estabilizante es un modificacién de nucledsido esta
En algunas realizaciones, un modificacion estabiliz
modificacion de enlace internucledsido.

“Nucleésido estabilizante" significa un nucledsido
modificado para proporcionar estabilidad de nucleas
a un oligonucleétido, con respecto a la proporciona
2’-desoxinucledsido. En un realizacion, un nucleosi
estabilizante es un nucledsido modificado en 2'.
internucleosido estabilizante”

“Enlace significa un

enlace internucleésido que proporciona estabilidad
nucleasa mejorada a un oligonucledtido con respecto
proporcionada mediante un enlace
fosfodiéster. En una realizacion, el enlace internu
estabilizante es un enlace internucledsido fosforot

“Individuo” significa un humano o animal
seleccionado para tratamiento o terapia.

“Individuo que lo necesita” significa el estadio en
que un individuo se identifica como en necesidad de
terapia o tratamiento.

Un “individuo que se sospecha que tiene” significa
individuo que exhibe uno o mas indicadores clinicos
enfermedad.

“Administrar”  significa  proporciona un agente
composicién farmacéutico a un individuo, e incluye,
taxativo, administracion por medio de un profesiona
autoadministracion.

“Administracion parenteral” significa administracio

través de inyeccion o infusién.

modificacién

internucledsido

no humano

(0]
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Administracion parenteral incluye, a modo no taxati

administracion

subcutanea,

administracién intramuscular.

“Administracion

justo por debajo de la piel.

subcutanea”

administracion

intraveno

significa administracié

“Administracion intravenosa” significa administraci

una vena.

“Administracion intracardiaca” significa administra

en el corazén. En algunas realizaciones, la adminis

intracardiaca ocurre por medio de un catéter. En al

realizaciones,

la administracion

medio de cirugia a corazon abierto.

intracardiaca ocur

“Administracion pulmonar” significa administracion

pulmones.

“Administrados

concomitantemente”

se refiere a

coadministracion de dos agentes de una forma en que

efectos farmacoldgicos de ambos se manifiesten en e

al mismo tiempo. La administracibn concomitante no

que ambos agentes se administren en una Unica compo

farmacéutica, ni

en

la misma forma de dosificacion

mediante la misma via de administraciéon. No es nec

los efectos de ambos agentes se manifiesten al mism

Los efectos solo deben superponerse durante un peri

tiempo y no necesitan ser coextensivos.

“Duracién” significa el periodo de tiempo en el que

actividad o evento continua. En algunas realizacion

duracion del tratamiento es el periodo de tiempo en

administran dosis de un agente farmacéutico o compo

farmacéutica.

“Terapia”

significa

un método de

tratamiento

enfermedad. En algunas realizaciones, la terapia in

modo no

taxativo,

quimioterapia,

administracion de un agente farmacéutico.

“Tratamiento” significa la aplicacion de uno o mas

radioterapia

procedimientos especificos usados para la cura o me
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una enfermedad. En algunas realizaciones, el proce
especifico es la administracibn de uno o0 mas agente
farmacéuticos.

“Mejora” significa la disminucién de la gravedad de
menos un indicador de una afeccién o enfermedad. E
realizaciones, la mejora incluye un retraso o enlen
en la progresiéon de uno o mas indicadores de una af
enfermedad. La gravedad de los indicadores puede de
mediante mediciones subjetivas u objetivas que son
para los expertos en la técnica.

“En riesgo de desarrollar” significa el estado en g
individuo esta predispuesto a desarrollar una afecc
enfermedad. En determinas realizaciones, un individ
riesgo de desarrollar una afeccion o enfermedad exh
mas sintomas de la afeccién o enfermedad, pero no e
cantidad suficiente de sintomas para recibir el dia
de la afeccion o enfermedad. En determinas realizac
individuo en riesgo de desarrollar una afeccion o e

exhibe uno o mas sintomas de la afeccion o enfermed

en una medida menor a la necesaria para recibir el
diagnéstico de la afeccion o enfermedad.
“Evitar el inicio de” significa evitar el desarroll
una afeccion o enfermedad en un individuo que esta
de desarrollar la enfermedad o afeccibn. En algunas

realizaciones, un individuo en riesgo de desarrolla
enfermedad o afecciébn recibe un tratamiento similar
tratamiento recibido por un individuo que vya tiene
enfermedad o afeccion.

“Retrasar el inicio de” significa retrasar el desar
de una afeccion o enfermedad en un individuo que es
riesgo de desarrollar la enfermedad o afeccion. En
realizaciones, un individuo en riesgo de desarrolla
enfermedad o afecciébn recibe un tratamiento similar
tratamiento recibido por un individuo que vya tiene

enfermedad o afeccion.
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“Agente terapéutico” significa un agente farmaceéuti co
usado para la cura, mejora o prevencion de un enfer medad.

“Dosis” significa una cantidad especificada de un a gente
farmacéutico proporcionado en una Unica administrac ion. En
algunas realizaciones, una dosis puede administrars eendoso
mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, donde se desea la administracion sub cutanea,
la dosis deseada requiere un volumen que no se sumi nistra

facilmente mediante una Unica inyeccidbn. En dichas

realizaciones, se pueden usar dos 0 mas inyecciones para
alcanzar la dosis deseada. En algunas realizaciones , una
dosis puede administrarse en dos 0 mMAs inyecciones para
minimizar la reaccién del sitio de inyeccion en un individuo.

En algunas realizaciones, una dosis se administra c omo una

infusion lenta.
“Unidad de dosificacion” significa una forma en la que

se proporciona una agente farmacéutico. En algunas

realizaciones, una unidad de dosificacion es un via | que
contiene oligonucledtido liofilizado. En algunas
realizaciones, una unidad de dosificacion es un via | que

contiene oligonucledtido reconstituido.

“Cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a u na
cantidad de un agente farmacéutico que proporcione un
beneficio terapéutico a un animal.

“Composicion farmacéutica” significa una mezcla de

sustancias adecuadas para administrar a un individu 0 que
incluye un agente farmacéutico. Por ejemplo, una co mposicion
farmacéutica puede comprender una solucién acuosa e stéril.

“Agente farmacéutico” significa una sustancia que

proporciona un efecto terapéutico cuando se adminis tra aun
individuo.

“Ingrediente farmacéutico activo” significa la sust ancia
en una composicion farmacéutica que proporciona un efecto
deseado.
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“Funcion orgénica mejorada” significa una cambio en una

funcion orgéanica hacia limites normales. En algunas

realizaciones, una funcion organica se evalla midie ndo
moléculas encontradas en la sangre de un individuo. Por
ejemplo, En algunas realizaciones, la funcién hepat ica
mejorada se mide por medio de una reduccion en los niveles de

transaminasa hepaticas en sangre.

“Perfil de seguridad aceptable” significa un patrén de
efectos secundarios que estan dentro de los limites
clinicamente aceptables.

“Efecto secundario” significa una respuesta fisiold gica
atribuible a un tratamiento distinto a los efectos deseados.
En algunas realizaciones, los efectos secundarios i ncluyen, a
modo no taxativo, reacciones en el sitio de inyecci on,
anormalidades en la prueba de funcidn hepatica, ano rmalidades
en la funcion renal, toxicidad hepatica, toxicidad renal,
anormalidades en el sistema nervioso central y miop atias.
Dichos efectos secundarios pueden detectarse direct a o

indirectamente. Por ejemplo, niveles aumentados de

aminotransferasa en suero pueden indicar toxicidad hepatica o
anormalidad en la funcion hepatica. Por ejemplo, bi lirrubina
aumentada puede indicar toxicidad hepatica o anorma lidad en

la funcidn hepética.

“Reaccion en el sitio de inyeccion”  significa
inflamacion o enrojecimiento anormal de la piel en un sitio
de inyeccién en un individuo.

“Cumplimiento del individuo” significa la observanc ia de
una terapia recomendada o prescrita por parte de un
individuo.

“Cumplir’ significa la observancia de una terapia
recomendada por parte de un individuo.

“Terapia recomendada” significa un tratamiento
recomendado por un profesional médico para tratar, mejorar,

retrasar o prevenir una enfermedad.
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Presentacion

El miR-21 es un microARN expresado ubicuamente que esta
relacionado con una variedad de procesos celulares, incluidos
diferenciacion, proliferacién, apoptosis y el recam bio de
matriz celular. Adicionalmente, el miR-21 se asocia con
multiples enfermedades. ElI miR-21 frecuentemente ap arece
aumentado en el cancer, y la inhibicibn de miR-21 h a
demostrado una reduccion en el crecimiento tumoral en varios
modelos animales de céncer. La inhibicibn de miR-21 en un
modelo animal de hipertrofia cardiaca demostré que miR-21
tiene un papel en la enfermedad cardiaca. Se demost ré que
tiene un papel en la fibrosis en modelos animales d e fibrosis
cardiaca, fibrosis renal y fibrosis pulmonar. Un es tudio de
la inhibicion de miR-21 en un modelo de explantes d e tejido
ilustrd que la inhibicion de miR-21 promueve la cur acion de
heridas. Como tal, los inhibidores de miR-21 son at iles en
una variedad de escenarios investigativos y clinico S.

Para identificar inhibidores potentes de miR-21, se

disefiaron grandes cantidades de compuestos anti-miR -21. Los
compuestos variaban en longitud, en la cantidad, di sposicion

e identidad de los nucledsidos biciclicos y los nuc ledsidos
no biciclicos. Una serie inicial de compuestos se s ometid a
prueba en un ensayo de luciferasa in vitro , que identificé un
subconjunto de compuestos como compuestos activos in
vitro . Estos compuestos activos in vitro a continuacion se
evaluaron en ensayos in vivo para identificar aquellos
compuestos que son inhibidores potentes de miR-21 invivo . A
partir de las detecciones iniciales in vitro e invivo , se
seleccionaron determinados compuestos como la base para el
disefio de compuestos adicionales. Las correlacione S
observadas experimentalmente entre la estructura vy la
actividad ( in vitro e in vivo ) se usaron para informar el

disefio de estos compuestos adicionales, con variaci ones
adicionales en la longitud, seleccion y disposicion de los
nucledsidos biciclicos y no biciclicos. A continua cion, se
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repitieron los ensayos de deteccion in vitro e invivo para
estos compuestos adicionales.  Determinados compues tos
también de evaluaron para determinar otras propieda des, por
ejemplo, susceptibilidad a la actividad de exonucle asa. Se
observd que los compuestos mas activos in vitro no eran
necesariamente los compuestos mas activos in vivo y ademas
gue algunos compuestos moderadamente activos in vitro eran
compuestos altamente activos in vivo . De 178 compuestos
sometidos a deteccion in vitro durante este proceso, se
identificaron 60 como activos en el ensayo de lucif erasa. De
estos 60 compuestos activos in vitro , Se identific6 un
subconjunto como activo in vivo . A lo largo de este proceso

iterativo de disefio y deteccion de compuestos, se 0 bservé que

los compuestos que tenian patrones especificos de

modificaciones biciclicas y no biciclicas eran inhi bidores
potentes de miR-21 in vivo . Como tal, estos compuestos son

tiles para la modulacién de los procesos celulares que son
promovidos por la actividad de miR-21. Ademas, dich 0s
compuestos son utiles para tratar, prevenir y/o ret rasar el

inicio de enfermedades asociadas con miR-21. Dichas

enfermedades puede caracterizarse por la  expresion

anormalmente alta de miR-21, con respecto a muestra S no
enfermas. Dichas enfermedades incluyen, a modo no t axativo,
fibrosis, lesion renal aguda, hipertrofia cardiaca, infarto
de miocardio y cancer. Adicionalmente, las composic iones y
métodos proporcionados en la presente pueden usarse para

promover la curacién de heridas.
Determinados oligonucleétidos modificados dirigidos a miR-21
En la presente se proporcionan oligonucleétidos

modificados que tienen determinados patrones de nuc ledsidos
biciclicos y no biciclicos. Los oligonucle6tidos mo dificados
que tienen los patrones identificados en la present e son

inhibidores efectivos de la actividad de miR-21.
Cada uno de los patrones de nucledsidos ilustrados en la

presente se muestran en el sentido 5’ a 3'.
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En algunas realizaciones, se proporcionan en la pre
compuestos que comprenden un oligonucleétido modifi

consiste en 8 a 22 nucledsidos ligados, en donde la

de nucleobase del oligonucledtido modificado
complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) y en donde e

oligonucledtido modificado comprende al menos 8 nuc
contiguos del siguiente patrén de nucleésidos | en
5a3:
(R) x-NB-NUNENB-(N SNENINEB) ;-NEUN?
en donde cada R es un nucledsido no biciclico; X es
cada N P es un nucleésido biciclico;
cada N es un nucleésido no biciclico; y
cada N # es un nucleésido modificado.
En algunas realizaciones del patron de nucledsidos
es 1. En algunas realizaciones del patron de nucleo
es 2. En algunas realizaciones del patron de nucleo
es 3. En algunas realizaciones del patron de nucleo
es 4.
En algunas realizaciones, se proporcionan en la pre
compuestos que comprenden un oligonucleétido modifi

consiste en 8 a 19 nucleosidos ligados, en donde la

de nucleobase del oligonucledtido modificado

complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) y en donde e

oligonucleotido modificado comprende al menos 8 nuc
contiguos del siguiente patron de nucledsidos Il en
sentido 5’ a 3"

NNB-NENENB-(N SN ENENEB) 3-NEN

sente

cado qu

secuencia

e

ledsidos

el sentido

dela4;

I, X

sidos I, X
sidos I, X
sidos I, X

sente

cado qu

secuencia

e

ledsidos

el

en donde N M es un nucleésido modificado que no es un

nucledsido biciclico;
cada N B es un nucleosido biciclico;
cada N 2es un nucleésido no biciclico; y
N es un nucledsido modificado.
En algunas realizaciones, se proporcionan en la pre
compuestos que comprenden un oligonucleétido modifi

consiste en 8 a 22 nucledsidos ligados, en donde la

sente

cado qu

secuencia

e
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de nucleobase del oligonucledtido modificado

complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) y en donde e

oligonucleétido modificado comprende al menos 8 nuc
contiguos del siguiente patrén de nucleésidos Il e
sentido 5’ a 3’:
(R) x-NB-NLNENB-(N ENENANEB) 5-NY-N*

en donde cada R es un nucleésido no biciclico; X es
a4,
cada N B es un nucleosido biciclico;
cada N Qes un nucledsido no biciclico;
N" es un nucledsido modificado o un nucledsido no mod
y
cada N # es un nucleésido modificado.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos
X es 1. En algunas realizaciones del patrén de nucl

X es 2. En algunas realizaciones del patron de nucl

I, X es 3. En algunas realizaciones del patron de

nucledsidos Ill, X es 4.

En algunas realizaciones, se proporcionan en la pre
compuestos que comprenden un oligonucleétido modifi
consiste en 8 a 19 nucleosidos ligados, en donde la

de nucleobase del oligonucledtido modificado

complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) y en donde e

oligonucleotido modificado comprende al menos 8 nuc
contiguos del siguiente patron de nucleésidos IV en
sentido 5’ a 3"

NNB-NENENB- (N SNENENEB) 3-NT-N*

ledsidos

n el

de 1l

ificado;

I,
eosidos |,

eosidos

sente
cado que

secuencia

ledsidos

el

en donde N M es un nucleésido modificado que no es un

nucledsido biciclico;

cada N B es un nucleosido biciclico;

cada N Qes un nucledsido no biciclico;

N" es un nucleésido modificado o un nucledsido no mod

y
N es un nucledsido modificado.

ificado;
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En algunas realizaciones, se proporcionan en la pre sente
compuestos que comprenden un oligonucleétido modifi cado que
consiste en 8 a 19 nucledsidos ligados, en donde la secuencia

de nucleobase del oligonucledtido modificado es
complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) y en donde e I

oligonucledtido modificado comprende al menos 8 nuc ledsidos
contiguos del siguiente patron de nucledsidos V en el sentido
5a3:

NNEB-(N SN=NBE-NB) ,-N*?
en donde N M es un nucleésido modificado que no es un
nucledsido biciclico;
cada N B es un nucleosido biciclico;
cada N “es un nucleésido no biciclico; y
N es un nucledsido modificado.
Las siguientes realizaciones son aplicables a cualq uiera
de los patrones de nucledsidos descritos en la pres ente,

incluidos los patrones de nucleosidos | a V.

En algunas realizaciones, el oligonucleotido modifi cado
comprende al menos 9, al menos 10, al menos 11, al menos 12,
al menos 13, al menos 14, al menos 15, al menos 16, al menos
17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos 21 022
nucledsidos contiguos de un patron de nucledsidos d escrito en
la presente.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro nes
de nucleésidos descritos en la presente, la secuenc ia de
nucleobase del oligonucleétido modificado es al men 0s 90%

complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1). En algunas

realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligo nucleoétido
modificado es al menos 95% complementaria a (SEQ | D NO: 1).
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleobas e del
oligonucledétido modificado es al menos 100% comple mentaria a
(SEQ ID NO: 1).
En algunas realizaciones de cualquiera de los patro nes

de nucleésidos descritos en la presente, la secuenc ia de
nucleobase del oligonucleétido modificado es comple mentaria a
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miR-21 de forma que la posicion 1 del microARN se e mpareja
con la nucleobase del extremo 3’ del oligonucleétid o. Por
ejemplo:

5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3' (miR-21; SEQ ID NO: 1)

AR
3-ATCGAATAGTCTGACTACA-5'  (un anti-miR-21; SEQ | D NO: 3);
5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3' (miR-21; SEQ ID NO: 1)

3-ATCGAATAGTCTGACTACAACT-5 (un anti-miR-21; SEQ | D NO: 4).

Se entendera que en SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4, ca da
“T" en la secuencia puede ser independientemente un a
nucleobase “T” o una nucleobase “U” y que un compue sto que
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 p uede
comprender todas las T, todas las U o cualquier com binacién
de U y T. Por consiguiente, la presencia de “T” en varias
posiciones en SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4 a lo larg o de la
presente divulgacion en el listado de secuencias ad junto, no
es limitante con respecto a si dicha nucleobase esp ecifica es

una “T” o una “U.”

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro nes
de nucledsidos descritos en la presente, cada nucle osido
biciclico se selecciona independientemente de un nu cledsido
LNA, un nucleésido cEt y un nucleésido ENA. En algu nas

realizaciones, los restos de azucar de al menos dos

nucledsidos biciclicos son diferentes entre si. En algunas
realizaciones, todos los nucledsidos biciclicos tie nen los
mismos restos de azlcar. En algunas realizaciones, cada
nucledsido biciclico es un nucleésido cEt. En algun as
realizaciones, cada nucledsido biciclico es un nucl eosido
LNA.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro nes
de nucledsidos descritos en la presente, un nucleds ido cEt es
un nucleésido S-cEt. En algunas realizaciones de cu alquiera
de los patrones de nucledsidos descritos en la pres ente, un

nucleésido cEt es un nucledsido R-cEt.
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En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucledsidos descritos en la presente, cada nucle
biciclico se selecciona independientemente de un
desoxirribonucledsido, un
2’-O-metilo, un nucledsido 2’-O-metoxietilo y un 2’
fluoronucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucledsidos descritos en la presente, cada nucle
biciclico se selecciona independientemente de un
desoxirribonucledsido y un nucleésido 2’-O-metoxiet

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucle6sidos descritos en la presente, al menos d
nucleosidos biciclicos comprenden restos de azulcar
diferentes entre si y se seleccionan independientem
B-D-desoxirribonucledsido, un
nucledsido 2’-O-metilo, un nucledsido 2’-O-metoxiet
2’-fluoronucleésido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucledsidos descritos en la presente, al menos d
nucleosidos biciclicos comprenden restos de azulcar
diferentes entre si y se seleccionan independientem
B-D-desoxirribonucledsido y un nucledsido 2’-O-metox

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucleosidos descritos en la presente, cada nucle
biciclico tiene el mismo tipo de resto de azlcar y
selecciona de p-D-desoxirribonucledsido, un
ribonucledsido, un nucledsido 2’-O-metilo, un nucle
O-metoxietilo y un 2'-fluoronucleésido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucledsidos descritos en la presente, cada nucle
biciclico es un B-D-desoxirribonucleésido. En
realizaciones, cada nucledsido no biciclico es un n
2’-O-metilo.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucleésidos descritos en la presente, no mas de

B-D-ribonucleésido,
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nucledsidos no biciclicos son nucledsidos 2’-O-met
En algunas realizaciones, no méas de 2 de los nucleé
biciclicos son  nucledsidos 2’-O-metoxietilo. En al
realizaciones, no mas de 1 de los nucledsidos no bi

es un nucledsido 2’-O-metoxietilo.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro
de nucledsidos descritos en la presente, un nucleds
biciclico es un nucleésido 2'-MOE y cada uno de los
nucledsidos no biciclicos es un
algunas realizaciones, dos nucledsidos no biciclico
nucledsidos 2'-O-metoxietilo y cada uno de

nucleésidos no biciclicos es un

los otro

PCT/US2012/ 034880

oxietilo.
sidos no
gunas

ciclicos

nes
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B-D-desoxirribonucleésido. En

S son

S

B-D-desoxirribonucleésido. En

algunas realizaciones, tres nucleésidos no biciclic 0S son
nucledsidos 2’-O-metoxietilo y cada uno de los otro S
nucledsidos no biciclicos es un B-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patro nes
de nucledsidos descritos en la presente, los nucled sidos no
biciclicos mas hacia 5’ y los nucledsidos no bicicl iC0OS mas
hacia 3’son nucleésidos 2’-O-metoxietilo y cada uno de los
otros nucledsidos no biciclicos es un B-D-
desoxirribonucleésido.

En algunas realizaciones de cualquier patron de
nucledsidos I, donde X es 4, cada nucleosido de R e s un 2’-O-
metoxietilo. En algunas realizaciones de cualquier patrén de
nucledsidos |, donde X es 4, dos nucleésidos de R s on B-D-
desoxirribonucleésidos y dos nucledsidos de R son n ucledsidos
2’-O-metoxietilo. En algunas realizaciones de cualq uier
patron de nucleosidos I, donde X es 4, tres nucleds idos de R
son R-D-desoxirribonucledsidos y un nucleésido de R es u n
nucledsido 2’-O-metoxietilo.

Es determinadas realizaciones del patrén de nucleds idos
I, ResN FRLNRZNRENR4 donde N R es un nucledsido 2’-MOE, N R2 es
un B-D-desoxirribonucleésido, N R3 es un B-D-
desoxirribonucledsido y N R4 esun p-D-desoxirribonucledsido.
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En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I, R
consiste en cuatro nucleésidos ligados N RLNRZNRENR4 en donde
N*! es un nucleésido 2’-O-metoxietilo y cada uno de N RN RSN R4

B

es un B-D-desoxirribonucledsido; cada N es un nucleésido S-

CEt; cada N © es un  B-D-desoxirribonucleésido; y N Z es un
nucledsido 2’-O-metoxietilo. En algunas realizacion es, el
oligonucle6tido modificado tiene la secuencia de nu cleobase
de SEQ ID NO: 4, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I, X
es 1 y cada nucleésido de R es un nucleésido 2-O-
metoxietilo; cada N B es un nucledsido S-cEt; cada N Qes un
nucledsido 2’-O-metoxietilo; y N Z es un nucledsido 2'-O-
metoxietilo. En algunas realizaciones, el oligonucl eotido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3,
en donde <cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucleésidos [, X
es 4 y cada nucleésido de R es un nucledsido 2-O-
metoxietilo; cada N B es un nucledsido S-cEt; cada N Qes un
nucledsido 2’-O-metoxietilo; y N Z es un nucledsido 2'-O-
metoxietilo. En algunas realizaciones, el oligonucl eotido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 4,
en donde <cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I,
N es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada N B es un nucleésido
S-cEt;cadaN Qesun p-D-desoxirribonucledsido; y N Z esun 2-
O-metoxietil nucleésido. En algunas realizaciones, el
oligonucleétido modificado tiene la secuencia de nu cleobase
de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I,
N"es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo; cada N B es un nucledsido
S-cEt; cada N % es un  p-D-desoxirribonucledsido; y N Z es un
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nucledsido S-cEt. En algunas realizaciones, el
oligonucle6tido modificado tiene la secuencia de nu cleobase
de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I,

N'es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo; cada N B es un nucledsido
LNA; cada N ° es un  p-D-desoxirribonucleésido; y N Z es un
nucledsido 2’-O-metoxietilo. En algunas realizacion es, el
oligonucleétido modificado tiene la secuencia de nu cleobase
de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos I,
N"es un nucleédsido 2’-O-metoxietilo; cada N B es un nucledsido
LNA; cada N © es un B-D-desoxirribonucledsido; y N Z es un
nucledsido LNA. En algunas realizaciones, el oligon ucleodtido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3,
en donde <cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos I,
R es un nucleésido modificado que no es un nucledsi do
biciclico; y x es 1. En algunas realizaciones del patron de
nucleosidos 1ll, R es un nucledsido modificado que no es un
nucledsido biciclico; y x es 1; y cada N Qes un nucleésido no
modificado. En algunas realizaciones del patron de
nucledsidos 1ll, R es un nucledsido modificado que no es un
nucledsido biciclico; x es 1; cada N Q es un nucledsido no
modificado; cada N B se selecciona independientemente de un
nucledsido S-ckt y un nucledsido LNA; y N ¥ se selecciona de
un B-D-desoxirribonucledsido, un nucledsido 2’-O-metoxi etilo,
un nucledsido S-céEt y un nucledsido LNA. En alguna s
realizaciones del patron de nucledsidos Ill, R es u n
nucledsido modificado que no es un nucledsido bicic lico; y x
es 1; y cada N Qes un  p-D-desoxirribonucledsido. En algunas
realizaciones del patron de nucledsidos Ill, R es u n
nucledsido modificado que no es un nucledsido bicic lico; x es
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B

1; cada N © es un B-D-desoxirribonucledsido; cada N se
selecciona independientemente de un nucleésido S-cE ty un
nucleésido LNA; y N Y se selecciona de un B-D-
desoxirribonucledsido, un nucledsido 2’-O-metoxieti lo, un
nucleésido S-cét y un nucleésido LNA. En algunas
realizaciones del patron de nucledsidos Ill, R es u n
nucledsido modificado que no es un nucledsido bicic lico; x es
1; cada N 2 es un nucleésido no modificado; cada N B es un
nucledésido S-cét; y N Y se selecciona de un B-D-
desoxirribonucledsido, un nucledsido 2’-O-metoxieti lo y un
nucleésido S-cEt. En algunas realizaciones del pat ron de
nucledsidos 1ll, R es un nucledsido modificado que no es un
nucleésido biciclico, x es 1, cada N ? es un B-D-
desoxirribonucleésido; cada N B es un nucledsido S-cEt; y N Vse
selecciona de un B-D-desoxirribonucledsido, un nucledsido 2'-
O-metoxietilo 'y un nucleésido  S-cEt. En algunas
realizaciones, el oligonucledtido modificado del pa tron 1l
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, e n donde
cada T en la secuencia se selecciona independientem ente de T
y U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos Vv,
N"es un nucledsido 2’-O-metoxietilo; cada N B se selecciona de
un nucleésido S-cét y un nucleésido LNA; cada N QC se
selecciona de un B-D-desoxirribonucledsido y un nucleodsido
2’-O-metoxietilo; N " se selecciona de un nucledsido 2'-O-
metoxietilo, un nucledsido S-cEt, un nucledsido LNA yun B-D-
desoxirribonucleésido; y N Z se selecciona de un nucleésido
2'-O-metoxietilo, un nucledésido LNA y un nucleésido S-cEt.
En algunas realizaciones, el oligonucleétido modifi cado del
patron IV tiene la secuencia de nucleobase de SEQ I D NO: 3,
en donde <cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de Ty U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos Vv,
N"es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo; cada N B es un nucledsido
S-cEt; cada N 9 se selecciona de un B-D-desoxirribonucledsido
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Y

y un nucleésido 2’-O-metoxietilo; N se selecciona de un

nucledsido 2’-O-metoxietilo, un nucledsido S-cEt y un pR-D-

z

desoxirribonucleésido; y N se selecciona de un nucleésido

2'-O-metoxietilo 'y un nucleésido S-cEt. En algunas
realizaciones, el oligonucle6tido modificado del pa tron IV
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, e n donde
cada T en la secuencia se selecciona independientem entede T
y U.

En algunas realizaciones del patron de nucledsidos Vv,
N es un 2’-O-metoxietil nucledsido; cada N B es un nucleésido
S-cEt; cada N 9 es un  p-D-desoxirribonucledsido; N Y es un
nucledsido S-cEt; N Z es un nucledsido S-cEt. En algunas
realizaciones, el oligonucleétido modificado del pa tron IV
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, e n donde
cada T en la secuencia se selecciona independientem ente de T
y U.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos V,NM
es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo; cada N B se selecciona de
un nucleésido S-cét y un nucleésido LNA; cada N QC se
selecciona de un B-D-desoxirribonucledsido y un nucleodsido
2’-O-metoxietilo; y N Z se selecciona de un nucledsido 2-O-
metoxietilo, un nucleésido LNA y un nucleésido S-cE t. En
algunas realizaciones, el oligonucleétido modificad o del
patrén V tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, en
donde cada T en la secuencia se selecciona independ ientemente
deTyU.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos V,NM
es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada N B es un nucleosido S-
CEt; cada N © es un B-D-desoxirribonucledsido; y N Z se
selecciona de un nucledsido 2’-O-metoxietilo y un n ucledsido
S-cEt. En algunas realizaciones, el oligonucleétid 0
modificado del patrén V tiene la secuencia de nucle obase de
SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se se lecciona

independientemente de Ty U.
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En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos V,NM
es un nucledsido 2’-O-metoxietilo; cada N B es un nucleésido

S-cEt; cada N 2 es un g-D-desoxirribonucleésido; y N z

es un
nucledsido 2’-O-metoxietilo. En algunas realizacio nes, el
oligonucledtido modificado del patron V tiene la se cuencia de
nucleobase de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la s ecuencia
se selecciona independientemente de T y U.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionad 0 en
la presente tiene una secuencia de nucleobase vy
modificaciones tales como se muestran en la Tabla 1 . Las
modificaciones de nucledsidos se indican tal como s e muestra:
los nucledsidos no seguidos por un subindice indica n B-D-
desoxirribonucleésidos; los nucleésidos seguidos po roun
subindice “E” indican nucleodsidos 2’-MOE; los nucl eosidos
seguidos por un subindice “L” son nucledsidos LNA,; los
nucleosidos seguidos por un subindice “S” indican n ucleosidos
S-cEt. Cada enlace internucleésido es un enlace
internucleosido fosforotioato. El superindice “Me” indica un
grupo 5-metilo en la base del nucleosido.

Tabla 1: Compuestos anti-miR-21

Compuesto ID
No.

25068
25070
25072
25082
25922
25923
25924
25114
25115
25221

25220

wn
m
O

Secuencia y quimica (5’ a 3’)

Z
@)

IS

£ CeAEAECSAE TECSAEGE TECs TEGEAEUSAEAGCs TEAE
eECAATGAGTGTGAUAAGGTAe
ECSAETECSAEGETECS TEGEAEUSAEAEGECS TEAE
E“CAAGATGAGTGTGAUAAGGTAe

E T CATCsAG T CsTGATEAAG™CSTA:
eECAATGAGTGTGAUAAGGTAs

£ CsATCsAG T CsTGATSAAG G TAs

T CLATC_AG T C_. TGAT. AAG™C TA:
ECLAT™C_ AGTC_ TGATAAG™C TA
eECAATGAGTGTGAUAAGGUSAs
ECSATGASGTGUsGAYASAG(gUSAe

B B B P B OB P A B P
W W W W W W w b W W
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En algunas realizaciones de cualquiera de los patro

de nucleésidos descritos en la presente, un oligonu
modificado consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15

18, 19, 20, 21 o 22 nucledsidos ligados. En algunas

realizaciones, el oligonucleétido modificado compre
menos 8 nucledsidos ligados de un patrén de nucleds
establecido en el patron de nucleésidos I. En algu
realizaciones, el oligonucleétido modificado compre
menos 8 nucledsidos ligados de un patrén de nucleds
establecido en el patrén de nucledsidos Il. En alg
realizaciones, el oligonucleétido modificado compre
menos 8 nucledsidos ligados de un patrén de nucleds
establecido en el patrén de nucleosidos Ill. En al
realizaciones, el oligonucleétido modificado compre
menos 8 nucledsidos ligados de un patrén de nucleés
establecido en el patréon de nucledsidos VI. En alg
realizaciones, el oligonucleétido modificado compre
menos 8 nucledsidos ligados de un patrén de nucleés
establecido en el patron de nucleodsidos V.

En algunas realizaciones, un oligonucleétido modifi
que tiene cualquiera de los patrones de nucleésidos

en la presente comprende al menos un enlace internu

modificado. En algunas realizaciones, cada enlace

internucleosido es un enlace internucledsido modifi
algunas realizaciones, el enlace internucleésido mo
es un enlace internucledsido fosforotioato.

En algunas realizaciones, un oligonucle6tido modifi
tiene una secuencia de nucleobase en donde al menos
nucleobase es una citosina. En algunas realizacione
menos una citosina es una citosina 5-metilo. En alg
realizaciones, cada citosina es una citosina 5-meti
algunas realizaciones, al menos un nucledsido compr
nucleobase modificada.

Los oligonucle6tidos modificados pueden sufrir esci

por exonucleasas y/o endonucleasas en varias posici
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largo del oligonucleétido modificado. Los productos de dicha
escision enzimética pueden conservar la actividad i nhibidora
de miR-21, y como tal se consideran metabolitos act ivos. Como
tal, un producto metabdlico de un oligonucleétido m odificado
puede usarse en los métodos descritos en la present e.
En algunas realizaciones, un oligonucle6tido modifi cado

dirigido a miR-21 tiene un patron de nucledsidos se leccionado
de la Tabla 2A, en donde N Mes un nucledsido modificado que

B es un nucleésido

no es un nucledsido biciclico; cada N
biciclico; cada N Q es un nucleésido no biciclico; y N Z es un
nucleésido modificado.

Tabla 2A: Productos metabdlicos del patron de nucle osidos Il

5
NV N NS N N® NS NSNENPE NS NENSN® NSNSNSN® NS N-
N® NS NS N® NS NSNENPE NS NENSN® NSNSNSN® NS N-
NENENENSENESNSNE NSNS NSNE NS NSNS NP NG N
Nl ©N® NS NENSNENSENENSN® NSNSN NP NS N-
N[ ®NSNENSNPNENSNSNENSNENSN® NS N-
N[SNENSN® NS NSNSNENSNCNS NP NS N
N CNENENSNENSN® NSNSNSN® NS N-
N CNENSNENSNENSNESNSN® NS N-
N SNENSNSN® NSNS N N°® NS N-

[@0)

N CNS NS NP NSNSNS NP NS N?
N NS N® NSNS NS NP NS N
N “N® NS NSNS N® NC N

N NP NS NSNENSNSNSNENSNSNSNENSNSNSN® N
N NP NS NS NENSNSNSNENSNSNSN®EN“NS“NSN®
N® NC NS NP NS NSNSNENSNSNSN®EN“NS“N<NP N
N® NC NS NP NS NS NSNP NS NS“NS“N® N“N“N<N°P
NS SNENENSNENSNE NS NSNSNP NSNS NS NP NE
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N

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

\]C

N

\IC

\|C

dirigido a miR-21 tiene un patron de nucleosidos se
de la Tabla 2B, en donde N

no es un nucledsido biciclico; cada N

En algunas realizaciones, un oligonucle6tido modifi

cado

leccionado

Mes un nucleésido modificado que

B

es un nucledsido

biciclico; cada N Q es un nucledsido no biciclico; N Y es un
nucledsido modificado o un nucledsido no modificado 'y N “es
un nucledsido modificado.
Tabla 2B: Productos metabdlicos del patron de nucle osidos IV
5 3
NV N® NS NS N® NS NSNS NP NS NSNS N® N“ NSNS N°® NY N”
N® NS NS N® NSNS NCNB NS NENSNP NS N“NSNPN"N-
NS NCNENSNESNSNEP NS NSNSNP NSN“NSNPN"N”
Nl S NP NSNS NSNBNSNCNS“NP NSN“N“NP N"N-
NP NSNSNSNE NS NSENCSNE NSNS NS“NP NY N-
N[ CNS“NSENP NS NSNSNPN“NSNSNBNY N
N [ “NS“NP NENS“NSNP N“NS“NSNPNYN-
N CNENSNENS“NPNSNSNSNPN"N-
"N NSNS NP NS NSNS NB®NYN”
N CNSNSNENS“NSENSNBNY N
N CNS“NPNSNS“NS“NPN"N?
N CNPEN“NSNSNPN"N-?
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NV NBE NSNS NENSENSENESNBENSNSNSNE NSNS NS NBENY
NV NBENSNENENESNSESNSNEBENSNENSNE NS N NS NB
NE NS NE NBE NS NENSNE NS NSNS NE NSNS NS NBENY
NE NSNS NE NS NSNS NE NS NSNS NE NSNS NG NB
NENENENENSNENE NS NSNS NE NSNS NS NENY
NENENENESNENSNE NS NSNS NBE NSNS NS NP
Nl S NENSNENSNENSNSNSNE NSNS NS NENY
Nl S NENSNENSNENSNSNSNE NSNS N NE
NI ENENENESNENS NSNS NE NSNS NS NENY
NI ENENENSNENSNENSNE NS NS NS NB
N [ ENSNENENSNENSNENSNS NS NENY
N [ SNSNENENSENENSNEBENS NSNS NEB
N | S NE NBE NS NSENSNENSNSNSNENY
N [ SNENENENENSNBENSNSNSNE
N CNENE NSNS NENS NSNS NENY
N CNENE NSNS NENSE NS NG NE
N ENE NS NENE NSNS NS NENY
N ENE NS NS NE NSNS NG NEB

N CENENSNENSNSNSENENY
N NSNS NP NSNS NS NP
N CENENENSENSNSNENY
En algunas realizaciones, un oligonucleétido modifi cado
dirigido a miR-21 tiene un patron de nucleosidos se leccionado
de la Tabla 2C, en donde N Mes un nucleésido modificado que

B es un nucleésido

no es un nucledsido biciclico; cada N
biciclico; cada N Q es un nucledsido no biciclico; y N Z es un
nucledsido modificado.

Tabla 2C: Productos metabdlicos del patron de nucle osidos VIl
5 3
N NENSNSNE NP NSNENENPNCNSNENBENCNSNPN® N
NE NS NENP NP NSNENBENBENSNENE NP NCN“NPN® N
NSNSNENENSNCNP NP NSNCNE NP NS“NSNE NP N
Nl “N® NP NS“NSNENPNSNSNENPNCNS“NPN® N
N PNENSNSNENENSNCN®P NP N“NSN® NP N-
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N [ PNENENENENSNENP NP NSNSN® NP N°
N CNSNPNBNSNENPN®BNSNSNP NP N
N CNENPENSNENENENSNSNP NP N-
N "NENSNS“N® NP NS NCNPN®N-

N "NENSN® NP NS N NP N®N-
N CNSN® NP NS NCNP NP N
N “NENPENSNSNPNPN-

NV NENSNSNENENSNSNENENSNSNENENSNSNENE
N NENSNCNENENSNSNENENSNSNENENSNC NE
NENENENENENSNSNENENSNSNENENSNENENY
NENENENENE NSNS NENENSNSNE NE NSNS NE
NSNENENENSNENBE NP NSNCENBE NP NSNS NE NP
NENENENENSNCSNPNPENSNSNE NP NSNS NE
Nl S NENENSNSNENENSNENENE NSNS NENE
Nl S NENENSNCNENENSNENENENCSNGNE
N ENENSNSNENENSNENENENSNSNENE
N ENENSNCNENENSNENENENCSNCNE
N[ENSNSNENENSNSNENENSNCSNENE
N[ ENSNSNENENSNENENENSNGNE
N [ SNSNENENCNCNENBENSCNCSNENE
N [ SNSNENENSNCNENENSNCNE
N CNENENSNENENBENSNCSNENE
N CNENENSNENENBENSNCNE
ENENCNENENENSNSNENE
ENENCNENENENCSNCNE

N NN NP NP N“ NS NP NP
N CNSNSN® NP NSNS NP
N CNSNPNBENSNSNP NP
En algunas realizaciones, un oligonucle6tido modifi cado
dirigido a miR-21 tiene un patron de nucledsidos y una
secuencia de nucleobase seleccionados de la Tabla 3 A. Los
nucledsidos que no estan seguidos por un subindice indican  B-
D-desoxirribonucledsidos. Los nucledsidos seguidos por un
subindice “E” indican nucledsidos 2’-MOE. Los nucl eosidos
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seguidos por un subindice “S” indican nucledsidos S
enlace internucle6sido es un enlace internucleésido
fosforotioato. Las nucleobases pueden comprender o

grupo metilo en la posicién 5'.
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En algunas realizaciones, un  oligonucledtido

modificado dirigido a miR-21 tiene un patron de nuc leésidos

y una secuencia de nucleobase seleccionados de la T abla 3B.
Los nucledsidos que no estan seguidos por un subind ice
indican p-D-desoxirribonucledsidos. Los nucledsidos

seguidos por un subindice “E” indican nucleésidos 2 '-MOE.
Los nucledsidos seguidos por un subindice “S” indic an
nucleosidos S-cEt. Cada enlace internucleésido es u n enlace
internucledsido fosforotioato. Las nucleobases pued en

comprender o no un grupo metilo en la posicién 5'.
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En algunas realizaciones, un  oligonucledtido
modificado dirigido a miR-21 tiene un patron de nuc
y una secuencia de nucleobase seleccionados de la T
Los nucledsidos que no estan seguidos por un subind
indican B-D-desoxirribonucledsidos. Los nucledsidos
seguidos por un subindice “E” indican nucleésidos 2
Los nucledsidos seguidos por un subindice “S” indic
nucledsidos S-cEt. Cada enlace internucledsido es u
internucledsido fosforotioato. Las nucleobases pued

comprender 0 no un grupo metilo en la posicién 5'.
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Tabla 3C: Productos metabdlicos del compuesto No. 2 5221
5 ¥
Ni N2 [N3 [Ng [Ns |[Ng (N7 [Ng [No [Nio | Nz | Ni2 | Niz [ Nig | Nis | Nig | N7 | Nig | Nig
AICs A T C€s A G T aGs|T G A Us|A A G G s |Us |As
5 Cs/A T Cs/A G T Gs|[T 6 A Us|A A G C s [Us |As
A CC s A G T QsIT 6 A Us A A G 0 s |Us |As
T Cl s/ A G T G s T 66 A Us|A A G G s |Us |As
Cl s/ A G T Qs|T 6 A Us A A G 4 s |Us |As
Al G| T |C s T 6 A Us A A G C s |[Us |As
10 G|TI|C |[s|T 6 A UsA A & G s |Us|As
T |C s T 6 A Us A A G (C s |[Us |As
C s T 6 A Us A A G C s |[Us |As
T & A U s A A G (G s |[Us |As
G A U s A A G (G s |[Us |As
15 Al U s A A G (g s |[Us |As
AAICs A T C¢s|A G T s [T G A s A A G (C s |Usg
AAICs A T C¢s|A G T s [T G A s A A G Qg s
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En algunas realizaciones, un  oligonucledtido
modificado dirigido a miR-21 tiene un patron de nuc
y una secuencia de nucleobase seleccionados de la T
Los nucledsidos que no estan seguidos por un subind
indican B-D-desoxirribonucledsidos. Los nucledsidos
seguidos por un subindice “E” indican nucleésidos 2
Los nucledsidos seguidos por un subindice “S” indic
nucledsidos S-cEt. Cada enlace internucledsido es u
internucledsido fosforotioato. Las nucleobases pued

comprender 0 no un grupo metilo en la posicién 5'.
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Tabla 3D: Productos metabdlicos del compuesto No. 2 5220
5 ¥
Ni [N2 |[N3 |[Ng |[Ns |[Neg [N7 |[Ng |[Ng |[Nzo | Nz | Nz | Niz | Nig | Nis | Nig | Niz | Nig | Nig
AEICs A T C s |As G [T Cs |Us G A Us As A G Cs |[Us |Ag
S Cs A T Cs|As|G T Cs |Us G A Us As A G Cs |[Us |Ag
A C s|/As |G T C€Cs|Us G A Us |As /A G Cs |Us |Ag
T Cl s|As |G [T €Cs |Us |G A Us |As /A G Cs |Us |Ag
Cl sl/As G T €Cs |Us G A Us|As A G Cs |Us |Ae
Al s|G T €Cs |Us|G A Us |As|/A G Cs |Us |Ag
10 G|T|C | sUs|G A Us|As|A G Cs |Us |Ac
T |C s lUs G A Us |As /A G C s |[Us |Ae
C s lUs G A Us |As /A G C s |[Us |Ae
U s G A Us As /A G C s |[Us |Ae
G A U s lAs A G C s |Us |Ae
15 Al U s lAs A G Cs |Us |Ae
AcEICs A T C s |As |G [T Cs |Us G A Us |As A G Cs |Us
AcICs A T C s |As G T Cs |Us G A Us |As /A G Cs
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En algunas realizaciones, un  oligonucledtido
modificado consiste en mas de 19 nucleésidos ligado S, Y
comprende un patrén de nucledsidos descrito en la p resente.
Los nucleésidos que estan presentes ademas de los
nucledsidos descritos por el patron de nucledsidos son
modificados 0 no  modificados. Por ejemplo, un
oligonucleotido modificado que consiste en 21 nucle osidos
ligados y que tiene wuna secuencia de nucleobase

complementaria a miR-21 puede tener el patréon de

nucledsidos I, que tiene una longitud de 19 nucle6 sidos
ligados. Los dos nucledsidos adicionales pueden com prender
restos de azucar modificados o no modificados. En a Igunas
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis te en 19

nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones

de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis te en 20
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones
de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis te en 21
nucledésidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones
de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis te en 22
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones
de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucleotido modificado consis te en 23
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones
de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucle6tido modificado consis te en 24
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones

de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
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realizaciones, un oligonucle6tido modificado consis te en 25
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los p atrones
de nucledsidos descritos en la presente.

Determinados usos de la invencion

Modulacion de la actividad de miR-21

Los compuestos proporcionados en la presente son
inhibidores potentes y especificos de la actividad de miR-
21 vy, por consiguiente, son Uutiles para modular la
actividad de miR-21.

Los microARN se unen y reprimen la expresion de ARN
mensajeros. En determinados casos, la inhibicién de la
actividad de un microARN conduce a la desrepresion del ARN

mensajero, es decir, la expresion del ARN mensajero

aumenta al nivel del ARN y/o proteina. En la presen te se
proporcionan meétodos para modular la expresion de u n
trascrito regulado por miR-21, que comprenden poner en
contacto una célula con un compuesto de la invencio n, en
donde el compuesto comprende un oligonucle6tido mod ificado

que tiene un secuencia complementaria a un miR-21.

En algunas realizaciones, un trascrito regulado por

miR-21 es YOD1 y la inhibicibn de miR-21 resulta en un
aumento en el nivel de ARNm de YOD1l. En algunas
realizaciones, un trascrito regulado por miR-21 es PPAR-
alfa y la inhibicion de miR-21 resulta en un aument o en el
nivel de ARNm de PPAR-alfa. En algunas realizacione S, un

transcrito regulado por miR-21 es RNF167.

En algunas realizaciones, un transcrito regulado po r
miR-21 es SPG20. En algunas realizaciones, la inhib icion de
miR-21 en el higado resultan en un aumento en el ni vel de

ARNmM de SPG20.
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En algunas realizaciones, luego de poner en contact
una célula con un compuesto de la invencién, se obs
al menos un aumento de 1.5 veces en el nivel de ARN
miR-21.  En

realizaciones, luego de poner en contacto una célul

un trascrito  regulado  por
un compuesto de la invencion, se observa al menos u
aumento de 2.0 veces en el nivel de ARNm de un tras
regulado por miR-21. En algunas realizaciones, el n
de ARNm del trascrito regulado por el microARN aume
menos 2.5 veces. En algunas realizaciones, el nivel
ARNmM del trascrito regulado por el microARN aumenta
menos 3.0 veces. En algunas realizaciones, el nivel
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta
menos 3.5 veces. En algunas realizaciones, el nivel
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta
menos 4.0 veces. En algunas realizaciones, el nivel
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta
menos 4.5 veces. En algunas realizaciones, el nivel
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta
menos 5.0 veces.

Ciertos microARN se conocen por dirigirse a varios
mensajeros, en algunos casos a cientos de ARN mensa
La inhibicién de la actividad de un Unico microARN
conducir a cambios detectables en la expresion de m
los microARN objetivo. En la presente se proporcion
métodos para modular mdultiples trascritos regulados
miR-21, que comprenden inhibir la actividad de miR-
donde se producen amplios cambios en la expresion g

En algunas realizaciones, se pueden observar cambio

fenotipicos luego de la inhibicion de un miR-21 con

algunas
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compuesto de la invencion. Dichos cambios fenotipic
pueden producir con o sin cambios detectables en la
expresion de un trascrito regulado por miR-21.

Trastornos fibroproliferativos

Una respuesta fisiolégica normal al dafio o lesion e
un organo o tejido implica la reparacion del tejido
que es un proceso biolégico fundamental necesario p
supervivencia. Durante el proceso de reparacion, de
eliminar materiales extrafios, bacterias y tejido da
los fibroblastos migran al sitio de la lesion para
depositar una nueva matriz extracelular, que a cont
queda estructuralmente organizada como parte de la

remodelacion del tejido.

Los fibroblastos son las células mas comunes
encontradas en el tejido conectivo, y son responsab
la sintesis de reticulina y otras fibras elasticas
sostienen la matriz extracelular y tienen un papel

importante en la curacion normal de heridas (Sempow
G.D. et al., 2002. Wound Repair Regeneration. 3: 12

Los fibroblastos son responsables por el depoésito d
coldgeno, que es necesario para reparar el tejido |

y restituir su estructura y funcién. Durante el pro

curacion de la herida, los fibroblastos activados s
transforman en miofibroblastos, que son fibroblasto

SMA+ que secretan colageno. En las etapas iniciales
proceso de curacion de la herida, los miofibroblast
producen metaloproteasas de matriz, que alteran la

basal y permiten que las células inflamatorias se r
eficazmente en el sitio de la lesion. Durante las U

etapas de la reparacion de la lesion, los miofibrob
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promueven la contraccién de la herida, proceso por el que
los bordes de la herida migran hacia el centro de | a
herida. Por consiguiente, la actividad de los fibr oblastos

es esencial para el proceso de curacion normal.
Los fibroblastos que participan en el proceso de
reparacion de lesion normal pueden derivar de célul as

mesenquimales locales, tomadas de la médula 6sea o

derivadas mediante transicion epitelial-mesenquimal . La
transicion epitelial-mesenquimal (EMT) describe una serie
de cambios rapidos de fenotipo celular (Kalluri, R. and
Neilson, E.G. 2003. J. Clin. Invest. 112: 1776-1784 ) en los
que las células epiteliales estaticas pierden los ¢ ontactos
célula-célula, adquieren caracteristicas mesenquima les y
manifiestan un fenotipo migratorio. Los fibroblasto S
residentes, fibrocitos infiltrantes o células simil ares a
pericitos también pueden participar en el proceso d e

reparacion de lesion.

En algunas condiciones, el proceso de reparacion de

tejido se produce en exceso, resultando en una acum ulacion
excesiva de componentes de matriz extracelular (ECM )y
remodelacion sustancial de la ECM, que contribuyen a la

formacibn de una cicatriz fibrotica permanente. La

formacién de este tejido conectivo fibroso en exces 0, un
proceso conocido como fibrosis, contribuye a cambio S
anormales en la arquitectura tisular e interfiere e n la

funcién organica normal.

La fibrosis se puede producir en cualquier parte de I
cuerpo y puede resultar en una variedad de lesiones
fisicas, metabolicas, isquémicas, infecciosas,

inflamatorias o inmunoldgicas. Aunque las ubicacion es,
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origenes y manifestaciones clinicas de la fibrosis pueden
ser  diversas, existen caracteristicas  patoldgicas

importantes comunes a todos los tipos de fibrosis.
Independientemente de la ubicacion en que se produc e la
fibrosis, el proceso fibrético implica la secrecion

activacion de citosinas profibroticas, la expansion

activacion de poblaciones de células mesenquimales y la

sintesis y organizacion de la matriz extracelular vy

finalmente conduce a la destruccion del tejido norm al. Sin
no se trata, la fibrosis puede conducir a una varie dad de
afecciones en el corazén, pulmones, rifiones, higado , 0jOS y

piel, entre otros tejidos.
Tal como se demuestra en la presente, la inhibicion

del miR-21 en un modelo de fibrosis conduce a una

disminucién en el depdsito de colageno. Por lo tant o,enla
presente se proporcionan composiciones y métodos pa ra
tratar, prevenir y/o retrasar el inicio de la fibro sis, que
comprenden administrar un compuesto que comprende u n
oligonucledtido modificado, en donde el oligonucle6 tido
modificado es complementario a miR-21, a un individ uo. El
individuo puede haber recibido un diagnéstico de fi brosis,
puede estar en riesgo de desarrollar fibrosis o pue de

sospecharse que padece fibrosis.

En algunas realizaciones, un individuo que tiene
fibrosis tiene fibrosis renal, fibrosis pulmonar, f ibrosis
hepatica, fibrosis cardiaca, fibrosis cutanea, fibr osis
senil, fibrosis del bazo, esclerodermia o fibrosis
postrasplante.

Muchas enfermedades y anormalidad del rifibn se

caracterizan por la presencia de fibrosis. Como tal , los
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compuestos proporcionados en la presente son utiles
tratar, mejorar, prevenir y/o retrasar el inicio de
cualquier enfermedad renal que se caracteriza por |
presencia de fibrosis. En algunas realizaciones, un
individuo que tiene fibrosis tiene una enfermedad o
afeccion renal. En algunas realizaciones, un indivi

esta en riesgo de desarrollar fibrosis tiene una en

o afeccidon renal. En algunas realizaciones, un indi

gue se sospecha que tiene fibrosis tiene una enferm
afeccion renal. Por lo tanto, en la presente se
proporcionan métodos para tratar a un individuo que

estd en riesgo de desarrollar o se sospecha que tie
fibrosis, en donde el individuo tiene una enfermeda
afeccion renal. La enfermedad o afeccion renal pued

una o mas de, a modo no taxativo, enfermedad glomer
fibrosis tubulointersticial, nefropatia por IgA, fi
intersticial/atrofia tubular, glomeruloesclerosis,
glomerulonefritis, diabetes mellitus, glomeruloescl

focal y segmentaria idiopatica, nefropatia membrano
glomerulopatia colapsante, infeccion renal recurren
cronica, diabetes mellitus, nefropatia diabética, i

renal recurrente cronica, hipertension, hipertensio
sistémica, hipertension intraglomerular o enfermeda

terminal.

La enfermedad renal cronica puede caracterizarse po
la presencia de fibrosis. Por lo tanto, En algunas
realizaciones, la enfermedad o afecciobn renal es un
enfermedad renal crénica. En algunas realizaciones,
individuo corre el riesgo de desarrollar una enferm

renal cronica. En algunas realizaciones, un individ
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tiene un lesion renal aguda corre el riesgo de desa
fibrosis y/o enfermedad renal cronica. Por lo tant
composiciones y métodos proporcionados en la presen
pueden administrarse a un individuo que tiene un le
renal aguda, para prevenir o retrasar el inicio de
fibrosis y/o enfermedad renal cronica.

En algunas realizaciones, un individuo que tiene
fibrosis tiene fibrosis renal que resulta de trauma
agudo o repetitivo al rifidn. El traumatismo puede r
de cirugia, quimioterapia, radioterapia, rechazo de
aloinjerto, rechazo de trasplante cronico y rechazo
trasplante agudo.

En algunas realizaciones, la fibrosis renal puede
resultar de la exposicién a cualquier agente que pu
nefrotoxico después de la exposicion aguda o cronic
Dichos agentes incluyen agentes farmacéuticos, incl
modo no taxativo, analgésicos, farmacos antiinflama
no  esteroides,  antibibticos, litio,  ciclosporina,
mesalazina, medio de contraste, agentes quimioterap
toxinas del ambiente laboral, incluidos, a modo no
taxativo, metales pesados; y toxinas ambientales in
a modo no taxativo, metales pesados (por ejemplo, c
cloruro mercurico) o nefrotoxinas vegetales (por ej
acido aristoloquico).

Muchas enfermedades o anormalidad del higado
caracterizan por la presencia de fibrosis. Como tal
algunas realizaciones, un individuo que tiene fibro
tiene una enfermedad o afeccidbn hepatica. En alguna
realizaciones, un individuo que corre riesgo de des

fibrosis tiene una enfermedad o afeccion hepatica.
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algunas realizaciones, un individuo que se sospecha
tiene fibrosis tiene una enfermedad o afeccién hepa
Por lo tanto, en la presente se proporcionan método
tratar a un individuo que tiene, corre riesgo de
desarrollar o se sospecha que tiene fibrosis, en do
individuo tiene una enfermedad o afeccion hepatica.
algunas realizaciones, una enfermedad o afeccién he
puede ser una 0 mas de, a modo no taxativo, lesion

cronica, infeccion por virus de la hepatitis (inclu
infeccidn por el virus de la hepatitis C e infeccio

virus de la hepatitis B), esteatosis hepatica no al

(NAFLD), esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), enf
hepética alcohdlica (ALD), esteatohepatitis alcohdl
fibrosis en puente o cirrosis. En algunas realizaci
enfermedad o afeccion hepatica se asocia con la exp
a quimicos toxicos. En algunas realizaciones, una
enfermedad o afeccién hepatica resulta de la exposi
agentes acetaminofen. E

farmacéuticos, por ejemplo,

algunas realizaciones, un individuo  que recibe

quimioterapia corre el riesgo de desarrollar fibros

hepética y/o lesidén hepatica cronica.

La fibrosis puede estar presente en muchas
enfermedades y anormalidades de los pulmones. Como
algunas realizaciones, un individuo que tiene fibro
tiene una enfermedad o afeccibn pulmonar. En alguna

realizaciones, un individuo que corre riesgo de des
fibrosis tiene una enfermedad o afeccion pulmonar.
algunas realizaciones, un individuo que se sospecha
tiene fibrosis tiene una enfermedad o afeccién pulm

Por lo tanto, en la presente se proporcionan método
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tratar a un individuo que tiene, corre riesgo de
desarrollar o se sospecha que tiene fibrosis, en do
individuo tiene una enfermedad o afeccion pulmonar.
algunas realizaciones, una enfermedad o afeccion pu
puede ser una 0 mas de, a modo no taxativo, fibrosi
pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica o enfermedad
pulmonar obstructiva crénica. En algunas realizacio

fibrosis pulmonar puede resultar de la inhalacion d
materia en particulas, tal como la encontrada en el

silice, amiantosis, contaminantes del aire y humo d
cigarrillos.

En algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis
cardiaca.

En algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis
cutanea. En algunas realizaciones, la fibrosis es f
senil. En algunas realizaciones, la fibrosis es fib
del bazo.

La esclerodermia es una enfermedad autoinmune croni
caracterizada por la fibrosis, entre otros sintomas
algunas realizaciones, un individuo que tiene fibro
tiene esclerodermia. En algunas realizaciones, un i
que tiene esclerodermia tiene fibrosis en 6rganos i

ademas de fibrosis cutanea.

La fibrosis frecuentemente se produce en Organos

trasplantados y conduce a la pérdida de la funcion

y finalmente al rechazo crénico del érgano trasplan

prevencion o tratamiento de la fibrosis en O6rganos
trasplantados puede prevenir o retrasar el rechazo

del organo trasplantado o, en otras palabras, puede

prolongar la funcibn del organo trasplantado. Por
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consiguiente, en ciertas realizaciones un individuo
fibrosis postrasplante. En algunas realizaciones, |
fibrosis postrasplante es fibrosis postrasplante de

En algunas realizaciones, la fibrosis asociada con
trasplante es fibrosis postrasplante de higado. En
realizaciones, un compuesto descrito en la presente
administra antes del trasplante. En algunas realiza

un compuesto descrito en la presente se administra

simultdaneamente con el trasplante. En algunas
realizaciones, un compuesto descrito en la presente
administra luego del trasplante.

En la presente se proporcionan métodos para tratar
un individuo que tiene un trastorno fibroproliferat
algunas realizaciones, dichos métodos comprenden
administrar a un individuo que tiene o se sospecha
tiene un trastorno fibroproliferativo un oligonucle
modificado que tiene una secuencia de nucleobase qu
complementaria a un mIARN o un precursor del mismo.
algunas realizaciones, el miARN es miR-21.

Céancer y metéstasis

La expresion anormalmente alta de miR-21 se ha
demostrado en numerosos tipos de cancer. Ademas, la
inhibicibn de miR-21 en modelos in vitro e in vivo
demostrado que los inhibidores de miR-21 son Utiles
inhibicibn de procesos celulares que sustenta el
crecimiento de células cancerosas, asi como para el
tratamiento del cancer.

Por lo tanto, En algunas realizaciones, los compues
proporcionados en

la presente se usan para tratar,

prevenir, mejorar y/o retrasar el inicio del cancer
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algunas realizaciones, el cancer es cancer de higad o,
cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de colon, cancer
de ovario, cancer de cuello uterino, leucemia, linf oma,
cancer cerebral, cancer esofagico, linfoma de Hodgk in,
linfoma nohodgkiniano, cancer de rifibn, melanoma, m ieloma,
cancer oral, cancer pancreatico, cancer de prostata , cancer
rectal, cancer de estdmago, cancer de vejiga, cance r de
tiroides o cancer testicular. En algunas realizacio nes, el
cancer de higado es carcinoma hepatocelular. En alg unas
realizaciones, el cancer de higado se debe a metéast asis de

cancer que se origina en otra parte del cuerpo, por
ejemplo, cancer 6seo, cancer de colon o cancer de m ama.

En algunas realizaciones, en el cancer de higado, e I
miR-21 es elevado y el nivel de uno o mas transcrit 0S
regulados por miR-21 se reduce. En algunas realizac iones,
el transcrito regulado por miR-21 reducido es SPG20

En algunas realizaciones, el céncer de higado es
carcinoma hepatocelular (HCC). El diagndstico de ca rcinoma
hepatocelular se hace tipicamente mediante pruebas con
imagenes del higado tales como ecografia abdominal,

tomografia computada helicoidal (TC) o TC trifasica . Dichas
pruebas con imagenes pueden llevarse a cabo junto c on la
medicién de los niveles en sangre de alfa-fetoprote ina ylo
los niveles en sangre de des-gamma-carboxiprotrombi na. En
determinados individuos, se puede usar MRI (siglas de
resonancia magnética nuclear) en lugar de TC. Las p ruebas
con imagenes del higado permiten la evaluacion del tamanfo
del tumor, la cantidad, ubicacién, metastasis fuera del
higado, permeabilidad o invasion de las arterias y venas
del higado por el tumor. Esta evaluacion ayuda a to mar la
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decision en relacion con el modo de intervencion
terapéutica o paliativa que es apropiada. El diagné
final tipicamente se confirma mediante biopsia con
examen histopatoldgico.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, en cancer d
higado se detecta luego de una tomografia computada
que detecta tumores. En algunas realizaciones, el ¢
higado se detecta luego de una resonancia magnética
(MRI). En algunas realizaciones, el HCC se caracter
por unico tumor primario. En algunas realizaciones,
se caracterizado por mdultiples tumores primarios. E
algunas realizaciones, el HCC se caracteriza por un
primario escasamente definido con un patron de crec
infiltrante. En algunas realizaciones, el HCC es un
tumor primario con invasibn vascular. En algunas
realizaciones, el HCC se caracteriza por multiples
primarios con invasion vascular. En algunas realiza
el HCC ha hecho metastasis en uno o mas ganglios
linfaticos. En algunas realizaciones, los ganglios
linfaticos son ganglios linfaticos regionales. En a
realizaciones, el HCC ha hecho metastasis en uno o
tejidos distantes. En algunas realizaciones, el HCC
hecho metéstasis en otras regiones del higado, la v
porta, ganglios linfaticos, glandulas suprarrenales
o pulmones. En algunas realizaciones, la fibrosis e
presente.

Se han utilizado varios sistemas empleados para
predecir el prondstico para HCC, incluido el sistem
el sistema Okuda, el Barcelona Clinic Liver Cancer

el puntuacion CLIP. Cada uno de estos sistemas inco
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cuatro caracteristicas que han sido reconocidas com o]
determinantes importantes de la supervivencia: la g ravedad
de la enfermedad hepéatica subyacente, el tamafio del tumor,
la extension del tumor en las estructuras adyacente syla
presencia de metastasis. El sistema TNM clasifica a | HCC en
estadio I, I, Ill, IV o V. El BCLC clasifica el HC C como

de Estadio Al, A2, A3, A4, B, C y D, e incluye la
consideracion de una puntuacion Child-Pugh.

En algunas realizaciones, el cancer de higado se

clasifica como en Estadio 1, Estadio 2, Estadio 3A, Estadio
3B, Estadio 3C o Estadio 4. El Estadio 1 se caracte riza por

un cancer que no tiene mas de 2 cm de tamafio y que todavia
no ha comenzado a propagarse. En el Estadio 2, el c ancer
afecta los vasos sanguineos en el higado y hay méas de un
tumor en el higado. En el Estadio 3A, el cancer tie ne mas
de 5 cm de tamafo o se ha propagado a los vasos san guineos
cercanos al higado. En el Estadio 3B, el cancer se ha
propagado a los érganos cercanos, tales como el int estino o

el estdbmago, pero no se ha propagado a los ganglios

linfaticos. En el Estadio 3C el cancer puede tener

cualquier tamafio y se ha propagado a los ganglios

linfaticos cercanos. En el Estadio 4 el cancer se h a
propagado a partes del cuerpo mas alejadas del higa do, tal

como los pulmones.

Los biomarcadores en la sangre de un individuo pued en
usarse para incrementar un diagnostico de cancer de higado,
estadio de cancer de higado o desarrollar un pronés tico de
supervivencia. Dichos marcadores incluyen biomarcad ores
tumorales sanguineos, tales como alfa-fetoproteina y des-
gamma carboxiprotrombina. En algunas realizaciones, el

85



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952 - 86 - PCT/US2012/ 034880

individuo tiene un nivel elevado de alfa-fetoprotei na en
sangre. En algunas realizaciones, el individuo tien e un
nivel elevado de des-gamma-carboxiprotrombina en sa ngre.

Un individuo que tiene cancer de higado también pue de
tener una funcion hepatica anormal. La funcion hepa tica
puede evaluarse mediante pruebas para determinar la funcién
hepatica, que miden, entre otras cosas, los niveles en
sangre de transaminasas hepaticas. En algunas
realizaciones, un individuo que tiene una funcion h epatica
anormal tiene transaminasas hepaticas en sangre ele vadas.
Las transaminasas hepaticas en sangre incluyen alan ina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST).
En algunas realizaciones, un individuo que tiene un a
funciébn hepatica anormal tiene bilirrubina en sangr e
elevada. En algunas realizaciones, un individuo tie ne

niveles de albumina en sangre elevadas.

En algunas realizaciones, la funcién hepatica de un
individuo se evalta mediante el sistema de clasific acion de
Child-Pugh, que define tres clases de funcion hepat ica. En
este sistema de clasificacibn, se asignan puntos a

mediciones en una de cinco categorias: niveles de

bilirrubina, niveles de albumina, tiempo de protrom bina,
ascitis y encefalopatia. Se asigna un punto por cad aunade
las siguientes caracteristicas presentes: bilirrubi na en
sangre menor que 2.0 mg/dl; albimina en sangre mayo r que
3.5 mg/dl; un tiempo de protrombina menor que 1.7 r azoén

internacional normalizada (INR); ascitis ausente; o

encefalopatia ausente. Se asignan dos puntos por ca da una
de las siguientes caracteristicas presentes: bilirr ubina en
sangre de 2-3 mg/dl; bilirrubina en sangre de 3.5 a 2.8
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mg/dl; tiempo de protrombina 1.7-2.3 INR; ascitis | eve a
moderada; o encefalopatia leve. Se asignan tres pun tos por

cada una de las siguientes caracteristicas presente s:
bilirrubina en sangre mayor que 3.0 mg/dl; albamina en
sangre de 2.8 mg/dl; tiempo de protrombina mayor qu e 2.3

INR; ascitis grave a resistente al tratamiento; o

encefalopatia grave. Se suman las puntuaciones y se asigna
Clase A para una puntuacion de 5-6 puntos, se asign a Clase
B a un puntuaciéon de 7-9 puntos y se asigna Clase C a una

puntuacion de 10-15 puntos.
Un individuo que tiene cancer de higado puede haber

tenido anteriormente 0 puede tener simultAneamente

infeccion por hepatitis C crénica, infeccion por he patitis

B crénica, esteatosis hepética no alcohdlica o cirr osis.
Los individuos que tienen cancer de higado acompafa do y/o
resultante de infeccién por hepatitis C, infeccidn por
hepatitis B, esteatosis hepatica no alcohdlico o ci rrosis
pueden tratarse mediante los métodos descritos en | a
presente.

La respuesta de un individuo al tratamiento puede

evaluarse mediante pruebas similares a aquellos usa dos para
diagnosticar el cancer de higado, incluidas, a modo no
taxativo, TC, MRI y biopsia con aguja. La respuesta al

tratamiento  también puede evaluarse midiendo los
biomarcadores en sangre, para comparar con los nive les de
los biomarcadores pretratamiento.

El miR-21 también se ha ligado al proceso de la
metastasis. Aunque la EMT se produce en procesos
fisiologicos normales, la EMT se ha relacionado con el

proceso de la metastasis. La importancia de la EMT en el
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progreso del tumor ha sido examinada en varios estu
(Greenburg, G. and Hay, E. 1986. Dev. Biol. 115: 36
Boyer, B. et al.,, 1989. J. Cell. Biol. 109: 1495-15
Uehara, Y. et al., 1992. J. Cell. Biol. 117: 889-89

células epiteliales se mantienen juntas a través de

integrinas en una matriz extracelular subyacente (E
denominada membrana basal. Las células mesenquimale
otro lado, tienen la capacidad de invadir y moverse
través de la estructura tridimensional de la ECM. P
tanto, la EMT al menos superficialmente se parece a
transformacion de las células adherentes normales e

fenotipo metastasico.

En la presente se proporcionan meétodos para tratar,

prevenir, mejorar y/o retrasar el inicio de la meta

La metéstasis puede resultar de la migracion de cél
canceroso desde un cualquier sitio primario de canc
cualquier sitio secundario de cancer.

Lesion renal aguda

Lesion renal aguda es una rapida pérdida de la func
renal, que puede producirse por varias causas, incl
bajo volumen de sangre, exposicion a toxinas y obst
urinaria. Se ha observado miR-21 elevado en un mode
lesion renal aguda. Por lo tanto, en algunas realiz
los compuestos proporcionados en la presente se usa
tratar, prevenir, mejorar y/o retrasar el inicio de
lesion renal aguda. En algunas realizaciones, la le

renal aguda puede resultar de la exposicion a susta

toxicas, tales como toxinas ambientales o0 agentes

terapéuticos para el cancer. La lesion renal aguda

surgir de un dafio a los propios rifiones, por ejempl
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condiciones tales como glomerulonefritis, necrosis

aguda y nefritis intersticial aguda. En algunas
realizaciones, la lesion renal aguda es provocada p
obstruccion del tracto urinario, tal como la relaci

con la hiperplasia prostatica benigna, calculos re

catéter urinario obstruido, calculo vesical, neopl

vejiga, uretra o renal. En algunas realizaciones, |

renal aguda puede evolucionar a fibrosis y/o enferm
renal cronica. Por lo tanto, en algunas realizacio

compuestos  proporcionados en la  presente
administrarse a un individuo que tiene un lesion re
aguda, para prevenir o retrasar el inicio de la fib

y/o enfermedad renal crénica. En algunas realizacio
compuestos proporcionados en la presente se adminis
un individuo para mejorar la recuperacion de una le
renal aguda.

Enfermedades cardiacas

Se ha encontrado expresion elevada de miR-21 en la
enfermedad cardiaca humana y la inhibicion de miR-2
modelos animales relevantes ha demostrado mejoras e
fibrosis cardiaca y la funcion cardiaca. Por lo tan
algunas realizaciones, los compuestos proporcionado
presente se usan para tratar, prevenir, mejorar y/o
retrasar el inicio de una o mas enfermedades cardia
algunas realizaciones, una enfermedad cardiaca es f
cardiaca, cardiomegalia, hipertrofia cardiaca, dila
cardiaca, cardiomiopatia  hipertréfica,  insuficienci
cardiaca, remodelacién posinfarto de miocardio, inf
miocardio,

cardiomiopatia (por ejemplo, cardiomiopa

hipertréfica, cardiomiopatia restrictiva, cardiomio

pueden
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dilatada (DCM), cardiomiopatia dilatada idiopatica
cardiomiopatia dilatada con arritmias), insuficienc
cardiaca diastdlica, fibrilacion auricular  croénica,
hipertension pulmonar primaria, sindrome de dificul
respiratoria agudo, sindrome de Brugada, enfermedad
conduccion cardiaca progresiva, pericarditis urémic
cardiomiopatia por antraciclinas, fibrosis arterial
fibrosis linfatica posradiacion, sarcoidosis,
esclerodermia, fibroelastosis endocardica, exceso
serotoninérgico, valvulopatia cardiaca, fibrosis au

fibrilacion  auricular, enfermedad valvular  mitral,
hipertension, disfuncién ventricular cronica, sobre

presion y volumen o fibrosis miocardica.

Procesos celulares

En la presente se proporcionan composiciones y méto
para prevenir o evitar la proliferacion o activacio
fibroblastos. = Ademas se proporcionan en la present
composiciones y métodos para inhibir la sintesis de
extracelular, que incluye, a modo no taxativo, sint
coladgeno, fibronectina, colagenasa o un inhibidor t
de metaloproteinasa.

En la presente se proporcionan meétodos para modular
los procesos celulares asociados con la transicién
epitelial-mesenquimal (EMT). Dichos métodos compren
poner en contacto una célula epitelilal con un comp
gue consiste en un oligonucledtido modificado, en d
oligonucledtido modificado es complementario a miR-
algunas realizaciones, el contacto retrasa la trans

una célula epitelial a un fibroblasto. En algunas
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realizaciones, el contacto evita la transicion de u
célula epitelial a un fibroblasto.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionad
en la presente puede detener, enlentecer o reducir
proliferacion de  células  cancerosas. En algunas
realizaciones, un compuesto proporcionado en la pre
puede inducir la apoptosis en células cancerosas. E
algunas realizaciones, un compuesto proporcionado e
presente puede reducir la supervivencia de células
cancerosas.

En algunas realizaciones, la célula epitelial es un
célula cancerosa. En algunas realizaciones, el cont
retrasa la metastasis de la célula cancerosa. En al
realizaciones, el contacto evita la metastasis de |
cancerosa.

Determinados resultados clinicos

En algunas realizaciones, la administracion de los
compuestos 0 métodos proporcionados en la presente
en uno o0 mas resultados clinicamente deseables en u
individuo. Dichas mejoras pueden usarse para determ
medida en que un individuo esta
tratamiento.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es la mejora de la fibrosis. En algunas
realizaciones, un resultado clinicamente deseable e
enlentecimiento de la evolucion de la fibrosis. En
realizaciones, un resultado clinicamente deseable e
detenimiento de la evolucion adicional de la fibros
algunas realizaciones, un resultado clinicamente de

es una reduccion en la fibrosis. En algunas realiza

respondiendo  al
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un resultado clinicamente deseable es una reduccion
contenido de colageno en el érgano que tiene fibros

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es la mejora de la fibrosis en cualquier 6
tejido. En algunas realizaciones, un resultado clin
deseable es el enlentecimiento de la evolucion de |
fibrosis. En algunas realizaciones, un resultado
clinicamente deseable es el detenimiento de la evol
adicional de la fibrosis. En algunas realizaciones,
resultado clinicamente deseable es una reduccion en
fibrosis. En algunas realizaciones, un resultado
clinicamente deseable es una reduccion en el conten
colageno en el érgano afectado.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es una funcién renal mejorada. La funcion
puede evaluarse mediante uno o mas métodos conocido
comunmente que se llevan a cabo en un escenario cli
incluidos, a modo no taxativo: medir el nitrdgeno u
la sangre del individuo; medir la creatinina en la
del individuo; medir el aclaramiento de creatinina
individuo; medir la proteinuria en el individuo; me
relacion albumina:creatinina en el individuo; medir
diuresis en el individuo; medir los niveles de ARNm
molécula de lesion renal-1 (KIM-1) en la orina; y/o
niveles de clusterina en la orina.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente

deseable es una funcion hepatica mejorada. La funci

hepatica puede evaluarse mediante uno 0 mas meétodos

comunmente conocidos que se llevan a cabo en un esc

clinico, incluidos, a modo no taxativo, medir los n
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de alanina aminotransferasa en la sangre del indivi
medir los niveles de aspartato aminotransferasa en
sangre del individuo; medir los niveles de bilirrub
la sangre del individuo; medir los niveles de album
la sangre del individuo; medir el tiempo de protrom
el individuo; medir la ascitis en el individuo; y/o
la encefalopatia en el individuo.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es una funcion pulmonar mejorada en un ind
que tiene fibrosis pulmonar. En algunas realizacion
individuos tiene fibrosis pulmonar idiopatica. Se p
evaluar la funciébn pulmonar mediante uno o mas méto
conocidos comunmente que se llevan a cabo en un esc
clinico, incluidos, a modo no taxativo: medir la ca
vital méxima en el individuo, medir el volumen de
espiratorio maximo en el primer segundo en el indiv
medir la tasa de flujo espiratorio pico en el indiv
medir el flujo espiratorio maximo en el individuo;
ventilacion voluntaria méaxima en el individuo; dete
la relacion entre el volumen de espiratorio maximo
primer segundo y la capacidad vital maxima en el in
medir la relacion ventilacién/perfusion en el indiv
medir el lavado de nitrégeno en el individuo; y/o m
volumen absoluto de aire en uno o mas pulmones de u
individuo; y aplicar la prueba de caminata de 6 min

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es una funcion cardiaca mejorada en un ind
que tiene fibrosis cardiaca. Se puede evaluar la fu
cardiaca mediante uno o mas métodos conocidos que s

a cabo en un escenario clinico, incluidos, a modo n
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taxativo: medir el gasto cardiaco en el individuo;
volumen sistolico en el individuo; medir la tasa me
eyeccion sistolica en el individuo, medir la presio
sanguinea sistolica en el individuo; medir la fracc
eyeccion de ventriculo izquierdo en el individuo;
determinar el indice sistolico en el individuo; det

el indice cardiaco en el individuo; medir el porcen
acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo en
individuo; medir la velocidad media del acortamient
fibras circunferenciales en el individuo; medir el

de velocidad de afluencia del ventriculo izquierdo
individuo; medir el patrén de velocidad de flujo ve
pulmonar en el individuo; y/o medir la velocidad di

inicial pico del anillo mitral del individuo.

En algunas realizaciones un resultado clinicamente
deseable es la reduccion de la cantidad de tumores
reduccion del tamafio del tumor en un individuo que
cancer. En algunas realizaciones, un resultado clin
deseable es una reduccion en la cantidad de células
cancerosas en un individuo que tiene cancer. Los re
clinicamente deseables adicionales incluyen la exte
del tiempo de sobrevida total del individuo y/o la
extension del tiempo de sobrevida libre de progresi
individuo. En algunas realizaciones, la administrac
un compuesto proporcionado en la presente evita un
en el tamafio del tumor y/o en la cantidad de tumore
algunas realizaciones, la administracion de un comp
proporcionado en la presente evita la progresion
metastasica. En algunas realizaciones, la administr

un compuesto proporcionado en la presente enlentece
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detiene la progresion metastasica. En algunas
realizaciones, la administracion de un  compuesto
proporcionado en la presente evita la recidiva de t
En algunas realizaciones, la administracion de un c
proporcionado en la presente evita la recidiva de |
metastasis tumoral.

Determinados resultados clinicamente deseables pued
evaluarse mediante mediciones de biomarcadores sang
En algunas realizaciones, la administracion de un ¢
proporcionado en la presente puede resultar en la
diminucion de la alfa-fetoproteina en sangre y/o la
gamma carboxiprotrombina en sangre. La administraci
una compuesto proporcionado en la presente puede re
ademas en la mejora de la funcién hepatica, tal com
evidencia mediante una reduccion en los niveles de
AST en sangre.
Determinadas terapias adicionales

Los tratamientos para fibrosis o0 cualesquiera
afecciones indicadas en la presente pueden comprend
de wuna terapia. Como tal, En algunas realizaciones
proporcionadas en la presente, hay métodos para tra
individuo que tiene o se sospecha que tiene fibrosi
comprenden administrar al menos una terapia ademas
administrar un oligonucleétido modificado que tiene
secuencia de nucleobase complementaria a un miR-21.

En algunas realizaciones, la al menos una terapia
adicional comprende un agente farmacéutico.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen agentes antiinflamatorios. En algunas

realizaciones, los agentes antiinflamatorios incluy

umores.
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agente antiinflamatorio esteroide. En algunas
realizaciones, un agente antiinflamatorio esteroide
corticoesteroide. En algunas realizaciones, el
corticoesteroide es prednisona. En algunas realizac
un agente antiinflamatorio es un farmaco antiinflam
no esteroide. En algunas realizaciones, un agente
antiinflamatorio no esteroide es ibuprofeno, un inh
de COX-I 0 un inhibidor de COX-2.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen agentes

inmunosupresores. En algunas

realizaciones, el agente inmunosupresor es un
corticoesteroide, ciclofosfamida y micofenolato mof

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen agentes antidiabéticos. Los agentes antidi
incluyen, a modo no taxativo, biguanidas, inhibidor
glucosidasa, insulinas, sulfonilureas y tiazolidine

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen bloqueadores del receptor de angiotensina
(BRA). En algunas realizaciones, el bloqueador del
de angiotensina Il (BRA) es candesartan, irbesartan
olmesartan, losartan, valsartan, telmisartan o epro

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen, a modo no taxativo, diuréticos (por ejemp
espironolactona, eplerenona, furosemida), inétropos
ejemplo, dobutamina, milrinona), digoxina, vasodila
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensi
(ECA) (por ejemplo, son captopril, enalapril, lisin
benazepril, quinapril, fosinopril y ramipril), bloq
de canal de calcio, dinitrato de isosorbida, hidral

nitratos (por ejemplo, mononitrato de isosorbida, d

PCT/US2012/ 034880

es un

iones,

atorio

ibidor

etilo.

abéticos
es de
dionas.

receptor

sartan.

lo,
(por
tadores,
na Il
opril,
ueadores
azina,

initrato

96



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952 -97 -

de isosorbida), hidralazina, beta-bloqueadores (por
ejemplo, carvedilol, metoprolol) y péptidos natriur
(por ejemplo, nesiritida).

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen heparinoides. En algunas realizaciones, el
heparinoide es polisulfato de pentosan.

En algunas realizaciones, un agente farmaceéutico es
agente farmacéutico que bloguea una o mas respuesta
sefales fibrogénicas.

En algunas realizaciones, un agente farmacéutico es
una terapia antifactor de crecimiento de tejido con
En algunas realizaciones, una terapia anti-CTGF es
anticuerpo monoclonal contra CTGF.

En algunas realizaciones, una terapia adicional pue
ser un agente farmacéutico que mejora el sistema
inmunitario del cuerpo, incluido ciclofosfamida en
bajas, timostimulina,

vitaminas y complementos

nutricionales  (por ejemplo, antioxidantes, incluida
vitaminas A, C, E, beta-caroteno, zinc, selenio, gl

coenzima Q-10 y echinacea) y vacunas, por ejemplo,
(ISCOM),

de vacuna que

complejo inmunoestimulador que comprende u

formulacion combina una presentacion
multimérica del antigeno y un adyuvante.

En algunas realizaciones, la terapia adicional se
selecciona para tratar o mejorar un efecto secundar
una 0 mas composiciones farmacéuticas de la present
invencion. Dichos efectos secundarios incluyen, a m
reacciones en el sitio de

taxativo, inyeccion,

anormalidades en la prueba de funcion hepdtica,

anormalidades en la funcion renal, toxicidad hepati
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toxicidad renal, anormalidades en el sistema nervio SO
central y miopatias. Por ejemplo, niveles aumentado s de
aminotransferasa en suero pueden indicar toxicidad hepatica

o anormalidad en la funcibn hepatica. Por ejemplo,
bilirrubina aumentada puede indicar toxicidad hepat ica o
anormalidad en la funcion hepatica.

Ejemplos adicionales de agentes farmacéuticos

adicionales incluyen, a modo no taxativo, inmunoglo bulinas,
incluidas, a modo no taxativo inmunoglobulina intra venosa
(IVIg); analgésicos (por ejemplo, acetaminofen);

salicilatos;  antibidticos; antivirales; antifungico S;

modificadores  adrenérgicos; hormonas (por ejemplo,
esteroides anabdlicos, andrégeno, estrégeno, calcit onina,
progestina, somatostatina y hormonas tiroideas);
inmunomoduladores; relajantes musculares; antihista minas;
agentes para la osteoporosis (por ejemplo, bifosfon atos,
calcitonina 'y estrégenos); prostaglandinas, agentes
antineoplasicos; agentes psicoterapéuticos; sedante S;
productos de roble venenoso 0 zumaque venenoso;
anticuerpos; y vacunas.

Los tratamientos para el cancer a menudo comprenden

mas de una terapia. Como tal, En algunas realizacio nes, la
presente invencidon proporciona métodos para reducir o]
evitar la metastasis que comprenden administrar a u n
individuo un compuesto que comprende un oligonucle6 tido
modificado, en donde el oligonucle6tido modificado es
complementario a miR-21, y administrar al menos una terapia

adicional que es una terapia anticancerigena.
En algunas realizaciones, una terapia anticancerige na

es quimioterapia. Agentes quimioterapéuticos adecua dos
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incluyen docetaxel, ciclofosfamida, ifosfamida,
metotrexato, vinblastina, cisplatino, 5-fluorouraci lo,
gemcitabina, doxorrubicina, mitomicina ¢, sorafenib :
etoposido, carboplatino, epirrubicina, irinotecan y
oxaliplatino. Un agente quimioterapéutico adicional
adecuado incluye un compuesto oligomeérico, distinto a una
composicién dirigida a miR-21 proporcionada en la p resente,
gue se usa para tratar el cancer.

En algunas realizaciones, una terapia anticancerosa es

radioterapia. En algunas realizaciones, una terapia

anticancerosa es reseccion quirdrgica de un tumor. En
algunas realizaciones, la terapia anticancerosa es un
agente que dafa el ADN, un inhibidor de proliferaci on, un

antifolato, un inhibidor del receptor del factor de

crecimiento, un agente antiangiogénico, un inhibido r de la
tirosina cinasa del receptor, un inhibidor de cinas a, un
inhibidor del factor de crecimiento o un agente cit otoxico.
En algunas realizaciones, un agente que dafia el ADN es
1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea, busulfan, carbo platino,
carmustina,  clorambucil,  cisplatino, ciclofosfamida :
dacarbazina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrub icina,
etopdsido, idarrubicina, ifosfamida, irinotecan, lo mustina,

mecloretamina, melfalan, mitomicina C, mitoxantrona ,
oxaliplatino, temozolomida o topotecan.

En algunas realizaciones, un  antifolato es

metotrexato, aminopterina, timidilato sintasa, seri na
hidroximetiltransferasa, foliilpoliglutamil sinteta sa, ¢-
glutamil hidrolasa, glicinamida-ribonucleétido

transformilasa, leucovorina, amino-imidazol-carboxa mida-
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ribonucledtido  transformilasa, 5-fluorouracilo o un
transportador de folato.

En algunas realizaciones, un receptor del factor de
crecimiento es erlotinib o gefitinib.

En algunas realizaciones, un inhibidor de angiogéne
es bevacizumab, talidomida, carboxiamidotriazol, TN
CM101, IFN- «, factor de plaquetas 4, suramina, SU5416,
trombospondina, un antagonista de VEGFR, factor inh
de angiogénesis derivado de cartilago, un inhibidor
metaloproteinasa de matriz, angiostatina, endostati
metoxiestradiol, tecogalan, tetratiomolibdato, prol
linomida.

En algunas realizaciones, un inhibidor de cinasa es
bevacizumab, BIBW 2992, cetuximab, imatinib, trastu
gefitinib, ranibizumab, pegaptanib, sorafenib, dasa
sunitinib, erlotinib, nilotinib, lapatinib, panitum
vandetanib, E7080, pazopanib, mubritinib o fostamat
Determinadas secuencias de nucleobase de microARN

Los oligonucle6tidos modificados que tiene un patré
de nucledsidos descrito en la presente tienen una s
de nucleobase que es complementaria miR-21 (SEQ ID
un precursor del mismo (SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, cada nucleobase del oligonucleétido
modificado es capaz sufrir un emparejamiento de bas
una nucleobase en cada posicion correspondiente en
secuencia de nucleobase de miR-21, o un precursor d
mismo. En algunas realizaciones, la secuencia de nu
de un oligonucleétido modificado puede tener una o

pares de bases malemparejados con respecto a la sec
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de nucleobase de miR-21 0 una secuencia precursora, y
permanece capaz de hibridarse con su secuencia obje tivo.

Ya que la secuencia de miR-21 esta contenida dentro de
la secuencia precursora de miR-21, un oligonucleoti do

modificado que tiene una secuencia de nucleobase
complementaria a miR-21 también es complementaria a una
region del precursor de miR-21.

En algunas realizaciones, un  oligonucledtido
modificado consiste en una cantidad de nucleésidos ligados

que es igual a la longitud de miR-21.

En algunas realizaciones, la cantidad de nucledsido S
ligados de un oligonucleétido modificado es menor q ue la
longitud del miR-21. Un oligonucleétido modificado que
tiene una cantidad de nucledsidos modificados que e S menor
que la longitud de miR-21, en donde cada nucleobase del

oligonucledtido modificado es complementaria a cada
nucleobase en una posicion correspondiente del miR- 21, se
considera que es un oligonucleétido modificado que tiene

una secuencia de nucleobase que es completamente

complementaria a una region de la secuencia de miR- 21. Por
ejemplo, un oligonucleétido modificado que consiste en 19
nucleésidos ligados, donde cada nucleobase es

complementaria a una posicion correspondiente de mi R-21 que

tiene 22 nucleobases de longitud, es completamente

complementaria a una regiéon de 19 nucleobases de mi R-21.
Dicho oligonucleotido modificado tiene aproximadame nte 86%
de complementariedad total con la longitud total de miR-21
y tiene 100% de complementariedad con una porcion d e 19

nucleobases de miR-21.
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En algunas realizaciones, un  oligonucledtido

modificado comprende una secuencia de nucleobases ( ue es
complementaria a una secuencia semilla, es decir, u n
oligonucledtido modificado comprende una secuencia que
coincide con la semilla. En algunas realizaciones, una
secuencia semilla es una secuencia semilla hexamera . En
algunas realizaciones, una secuencia semilla tiene 1-6
nucleobases de miR-21. En algunas realizaciones, un a
secuencia semilla tiene 2-7 nucleobases de miR-21. En
algunas realizaciones, una secuencia semilla tiene 3-8
nucleobases de miR-21. En algunas realizaciones, un a
secuencia semilla es una secuencia semilla heptamer a. En
algunas realizaciones, una secuencia semilla heptam era
tiene 1-7 nucleobases de miR-21. En algunas realiza ciones,

una secuencia semilla heptamera tiene 2-8 nucleobas es de
miR-21. En algunas realizaciones, una secuencia sem illa es

una secuencia semilla octimera. En algunas realizac iones,

una secuencia semilla octamera tiene 1-8 nucleobase s de
miR-21. En algunas realizaciones, una secuencia sem illa

octdmera tiene 2-9 nucleobases de miR-21.

En algunas realizaciones, un  oligonucleétido
modificado tiene una secuencia de nucleobases que t iene un
malemparejamiento con respecto a la secuencia de
nucleobases de miR-21 o un precursor de la misma. E n
algunas realizaciones, un oligonucleétido modificad o tiene
una secuencia de nucleobases que tiene dos

malemparejamientos con respecto a la secuencia de

nucleobases de miR-21 o un precursor de la misma. E n
algunas realizaciones, un oligonucleétido modificad o tiene
una secuencia de nucleobases que no tiene mas de do S
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malemparejamientos con respecto a la secuencia de

nucleobases de miR-21 o un precursor de la misma. E n
algunas realizaciones, las nucleobases malemparejad as son
contiguas. En algunas realizaciones, las nucleobase S

malemparejadas no son contiguas.
En algunas realizaciones, la cantidad de nucledsido S
ligados de un oligonucleétido modificado es mayor q ue la

longitud del miR-21. En algunas realizaciones, la

nucleobase de un nucleésido adicional es complement aria a
una nucleobase de la secuencia tallo-bucle de miR-2 1. En
algunas realizaciones, la cantidad de nucledsidos | igados
de un oligonucle6tido modificado es una vez mayor q ue la

longitud del miR-21. En algunas realizaciones, el

nucleésido adicional estd en el extremo 5 de un

oligonucledtido. En algunas realizaciones, el nucle osido
adicional esta en el extremo 3’ de un oligonucledti do. En
algunas realizaciones, la cantidad de nucledsidos | igados
de un oligonucleétido modificado es dos veces mayor que la
longitud del miR-21. En algunas realizaciones, los dos
nucleésidos adicionales estdn en el extremo 5 de u n

oligonucledtido. En algunas realizaciones, los dos
nucledsidos adicionales estan en el extremo 3’ de u n
oligonucledtido. En algunas realizaciones, un nucle osido

adicional se ubica en el extremo 5 y un nuclebdsido

adicional se ubica en el extremo 3’ de un oligonucl eotido.
En algunas realizaciones, un regién del oligonucle otido
puede ser completamente complementaria a la secuenc ia de

nucleobases de miR-21, pero todo el oligonucleotido
modificado no es completamente complementario a miR -21. Por

ejemplo, un oligonucleétido modificado que consiste en 24

103



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952 -104 -

nucledsidos ligados, donde las nucleobases de los
nucledsidos 1 a 23 son cada una complementaria a un
posicion correspondiente de miR-21 que tiene 22 nuc
de longitud, tiene una porcion de 22 nucledsidos qu
completamente complementaria a la secuencia de nucl
de miR-21 y tiene aproximadamente 96% de complement
total con la secuencia de nucleobases de miR-21.
Determinados oligonucleétidos modificados
En algunas realizaciones, un  oligonucledtido
modificado consiste en 8 a 30 nucleodsidos ligados.
algunas realizaciones, un oligonucledtido modificad
consiste en 15 a 30 nucleésidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis
a 25 nucledsidos ligados. En algunas realizaciones,
oligonucledtido modificado consiste en 15 a 19 nucl
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleoti
modificado consiste en 15 a 16 nucledsidos ligados.
algunas realizaciones, un oligonucledtido modificad
consiste en 19 a 24 nucledsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis
a 24 nucleésidos ligados.
En algunas realizaciones, un  oligonucleétido
modificado consiste en 8 nucledsidos ligados. En al
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido modificado consiste en 10 nucleésid
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleoti
modificado consiste en 11 nucleésidos ligados. En a
realizaciones, un oligonucle6tido modificado consis
nucleodsidos realizaciones, un

ligados. En algunas
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oligonucledtido modificado consiste en 13 nucleésid
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleoti
modificado consiste en 14 nucleésidos ligados. En a
realizaciones, un oligonucle6tido modificado consis
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido modificado consiste en 16 nucleésid
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleoti
modificado consiste en 17 nucleésidos ligados. En a
realizaciones, un oligonucle6tido modificado consis
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido modificado consiste en 19 nucleésid
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleoti
modificado consiste en 20 nucleodsidos ligados. En a
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis
nucleésidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucle6tido modificado consiste en 22 nucleésid
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleoti
modificado consiste en 23 nucleodsidos ligados. En a
realizaciones, un oligonucleétido modificado consis
nucleésidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido modificado consiste en 25 nucleodsid
ligados.

Las secuencias de nucleobases establecidas en la
presente, incluidas, a modo no taxativo, aquellas
encontradas en los ejemplos y en el listado de secu
son independientes de cualquier modificacion al aci
nucleico. Como tal, los acidos nucleicos definidos
una SEQ ID NO pueden comprender, independientemente
mas modificaciones a uno o mas restos de azucar, a

mas enlaces internucledsidos y/o a una 0 mas nucleo
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Aunque el listado de secuencias que acompafia esta

presentacion identifica cada secuencia de nucleoba ses como
“ARN” 0 “ADN”, segln sea necesario, en la practica, dichas
secuencias pueden modificarse con cualquier combina cion de
modificaciones quimicas. Un experto en la técnica a preciara
facilmente que dichas designaciones de “ARN” o “ADN " para
describir oligonucleétidos modificados son, de cier ta
forma, arbitrarias. Por ejemplo, un oligonucleétid o]
modificado que comprende un nucledsido que comprend e un
resto de azlcar 2 '-OH y una base de timina podria
describirse como un ADN que tiene un azucar modific ado (2 '-
OH en lugar del 2 '-H natural del ADN) o como un ARN que

tiene una base modificada (timina (uracilo metilado ) en

lugar del uracilo natural del ARN).

Por consiguiente, las secuencia de &cido nucleico

proporcionadas en la presente, pero no limitadas a las que
se encuentran en el listado de secuencias, pretende n
abarcar los &cidos nucleicos que contienen cualquie r
combinacion de ARN y/o ADN natural o modificado, in cluidos,
pero no limitados a dichos &cidos nucleicos que tie nen
nucleobases modificadas. A modo de ejemplo adicion aly sin
limitacién, un oligonucleé6tido que tiene la secuenc ia de
nucleobases “ATCGATCG” abarca cualquier oligonucle6 tido que
tiene dicha secuencia de nucleobases, ya sea modifi cada o
no modificada, incluidos, a modo no taxativo, dicho S
compuestos que comprenden bases de ARN, tales como las que
tienen la secuencia “"AUCGAUCG” y aquellos que tiene n
algunas bases de ADN y algunas bases de ARN tales c omo
“AUCGATCG” y oligonucledtidos que tienen otras base S
modificadas, tales como “AT MCGAUCG,” en donde ™C indica
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una citosina  5-metilo. De forma similar, un
oligonucledtido que tiene la secuencia de nucleobas es
“AUCGAUCG” abarca cualquier oligonucleétido que tie ne dicha

secuencia de nucleobases, ya sea modificada o0 no

modificada, incluidos, a modo no taxativo, dichos

compuestos que comprenden bases de ADN, tales como las que
tienen la secuencia “ATCGATCG” y aquellos que tiene n
algunas bases de ADN y algunas bases de ARN tales c omo
“AUCGATCG” y oligonucledtidos que tienen otras base S
modificadas, tales como “AT MCGAUCG,” en donde ™C indica

una citosina 5-metilo.
Determinadas modificaciones

En algunas realizaciones, los oligonucleotidos
proporcionados en la presente pueden comprender una 0 mas
modificaciones a una nucleobase, azlucar y/o enlace
internucleésido, y como tal es un oligonucleétido
modificado. Una nucleobase, azucar ylo enlace
internucledsido modificado puede seleccionarse con respecto
a una forma no modificada debido a sus propiedades

deseables tales como, por ejemplo, absorcion celula r
mejorada, afinidad mejorada con otros oligonucledti dos o
acidos nucleicos objetivo y estabilidad aumentada e n

presencia de nucleobases.

En algunas realizaciones, un  oligonucleétido

modificado comprende uno o0 mas nucledsidos modifica dos. En
algunas realizaciones, un nucledsido modificado es un
nucledsido estabilizante. Un ejemplo de un nucleodsi do
estabilizantes es un nucleésido con azucar modifica do.

En algunas realizaciones, un nucledsido modificado es

un nucleésido con azducar modificado. En algunas
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realizaciones, los nucledsidos con azucar modificad
comprender ademas un resto de base heterociclico na
modificado y/o un enlace internucledsido natural o
modificado y pueden incluir modificaciones adiciona
independientes de la modificacion del azucar. En al
realizaciones, un nucledsido con azucar modificado
nucledsido modificado en 2’, en donde el anillo de
se modifica en el carbono en 2’ de la ribosa o 2'-d
ribosa natural.

En algunas realizaciones, el nucledsido modificado
2 es un resto de azlcar biciclico. En algunas
realizaciones, el resto de azucar biciclico es un a
en la configuracion alfa. En algunas realizaciones,
resto de azucar biciclico es un azicar D en la
configuracion beta. En algunas realizaciones, el re
azucar biciclico es un azucar L en la configuracion
En algunas realizaciones, el resto de azucar bicicl
un azucar L en la configuracion beta.

En algunas realizaciones, el resto de azlcar bicicl
comprende un grupo puente entre los &tomos de carbo
y 4'. En algunas realizaciones, el grupo puente com
de 1 a 8 grupos birradicales ligados. En algunas
realizaciones, el resto de azUcar biciclico compren
a 4 grupos birradicales ligados. En algunas realiza
el resto de azucar biciclico comprende 2 o 3 grupos
birradicales ligados. En algunas realizaciones, el
azucar biciclico comprende 2 grupos birradicales i
Ejemplos de dichos sustituyentes de azucar en 4’ a
a)(R b)] n- -[C(R

aRb)-O-N(R)-; 4'-CH

incluyen, a modo no taxativo: -[C(R
O-, -C(R aR,)-N(R)-O- o -C(R

PCT/US2012/ 034880
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(CHy) 2-2', 4'-(CH 2) 3-2"; 4'-(CH 2)-0-2' (LNA); 4'-(CH 2)-S-2";
4'-(CH ) ,-0-2" (ENA); 4'-CH(CH 3)-0-2" (cEt) y 4'-C-
H(CH,OCH)-O-2' y analogos de los mismos ( ver, por ejemplo,
Patente de los EE. UU. 7.399.845, expedida el 15 de julio
de 2008); 4-C(CH  3)(CH 3)-O-2' y analogos del mismo, ( ver,
por ejemplo, W02009/006478, publicada el 8 de enero de

2009); 4-CH ,-N(OCHj3)-2' y anéalogos del mismo ( ver, por
ejemplo, WO02008/150729, publicada el 11 de diciembre de

2008); 4'-CH  ,-O-N(CH 3)-2' ( ver, por ejemplo,
US2004/0171570, publicada el 2 de setiembre de 2004 ); 4'-
CH-O-N(R)-2' y 4'-CH 2-N(R)-O-2'-, en donde cada R es,
independientemente, H, un grupo protector o alquilo C1-Cy;
4'-CH »-N(R)-O-2', en donde R es H, alquilo C 1-C 12 0 un grupo
protector ( ver , Patente de los EE. UU. 7.427.672, expedida

el 23 de setiembre de 2008); 4'-CH 2-C(H)(CH 3)-2' ( ver, por
ejemplo, Chattopadhyaya, et al., J. Org. Chem.,, 2009, 74,
118-134); y 4'-CH 2-C(=CH ,)-2' y anélogos del mismo ( ver , la
Solicitud Internacional PCT publicada WO 2008/15440 1,

publicada el 8 de diciembre de 2008).
En algunas realizaciones, dichos puentes en 4’ a 2’

comprenden independientemente 1 o de 2 a 4 grupos | igados
seleccionados independientemente de -

[C(R )R b)] -y -C(R a)=C(Rp)-, -C(R  2)=N-, -C(ENR  o)-, -C(=0)-,
-C(=S)-, -0-, -Si(R a) 25, -S(=0)  x-y-NR a)-;

en donde:

xes0,102;

nesl, 2 304

cada R 5 ¥y R , es, independientemente, H, un grupo protector,

hidroxilo, alquilo C 1-C12, alquilo C 1-C12  sustituido,
alquenilo C  ,-C 1, alquenilo C 2-C 12 sustituido, alquinilo C 2"
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Ci2, alquinilo C »-C 1o sustituido, arilo C 5-C oo, arilo C 5-C 29
sustituido, radical heterociclo, radical heterocicl o]
sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido, ra dical
aliciclico C 5-C7, radical aluciclico C 5-C-; sustituido,
halégeno, OJ 1, NJ 1J,, SJ 1, N 3, COOJ 4, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, CN, sulfonilo (S(=0) 2-J 1) 0 sulfoxilo (S(=0)-

Ji)y

cada J 1 y J . es, independientemente, H, alquilo C 1-C 12,
alquilo C  ;-C, sustituido, alquenilo C 2-C 12, alquenilo C 2-C12
sustituido, alquinilo C 2-C12, alquinilo C 2-C 12 sustituido,

arloC 5-Co, arilo C 5-C 20 sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, un radical heterociclo, un radical hete rociclo
sustituido, aminoalquilo C 1-C12, aminoalquilo C 1-C12

sustituido o un grupo protector.

Los nucleésidos que comprenden dichos restos de azu car
biciclicos se denominan nucledsidos biciclicos o BN A. En
algunas realizaciones, los nucledsidos biciclicos i ncluyen,
a modo no taxativo, (A) BNA o-L-Metilenoxi (4’-CH 2-0-27);
(B) BNA  p-D-Metilenoxi (4’-CH 2-0-2"); (C) BNA Etilenoxi
(4-(CH ) ,-0-2); (D) BNA Aminooxi (4-CH 2-O-N(R)-2); (E)

BNA Oxiamino (4-CH  2-N(R)-O-2'); (F) BNA Metil(metilenoxi)
(4-CH(CH 3)-0-2") (también denominada etilo limitado o

cEt); (G) BNA metileno-tio (4’-CH 2-S-2’); (H) BNA metileno-

amino (4’-CH2-N(R)-2"); (I) BNA metil carbociclico (4-CH »-
CH(CH)-2"); (J) BNA c-MOE (4'-CH 2-OMe-2") y (K) BNA
propileno  carbociclico  (4-(CH 2)3-2") tal como se

representa a continuacion.
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(A) (B) (©)
¢ O. Bx { o. Bx
O—/— HLC™
ey N\R > wl O
(D) (F)
o Bx § o Bx § o Bx
I
-l © ) 0
liee iad \R i CH3
¢ o BX : o_ BX
Q) (K)
“%  CHs B

en donde Bx es un resto de nucleobase y R es,

independientemente, H, un grupo protector o alquilo C1-Cqo.
En algunas realizaciones, un nucledsido modificado en 2’
comprende un grupo sustituyente en 2' seleccionado de halo,
alilo, amino, azido, SH, CN, OCN, CF 3, OCF 3, O-, S- 0o N(R m-
alquilo; O-, S- o N(R m-alquenilo; O-, S- o N(R m-
alquinilo; O-alquilenil-O-alquilo, alquinilo, alcar ilo,
aralquilo, O-alcarilo, O-aralquilo, O(CH 2) 2SCH,0-(CH ») »-O-
N(Rp(R n) 0 O-CH ,-C(=0)-N(R (R n), donde cada R mY R . es,
independientemente, H, un grupo amino protector o a lquilo
C-Cy0 sustituido o  insustituido. Estos  grupos

sustituyentes en 2' pueden sustituirse adicionalmen te por
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uno o] mas grupos sustituyentes seleccionados
independientemente de hidroxilo, amino, alcoxi, car boxi,
bencilo, fenilo, nitro (NO 2), tiol, tioalcoxi (S-alquil),

halégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

En algunas realizaciones, un nucledsido modificado en
2'comprende un grupo sustituyente en 2’seleccionado de F,
NH, N 3, OCF3; O-CHjs O(CH ;) 3NH, CH ,-CH=CH,, O-CH ,-CH=CH,,
OCHCHOCH, O(CH ) ,SCH, O-(CH 3) 2-O-N(R m)(R n), -
O(CH,) ,O(CH,) 2N(CHz) , y acetamida (O-CH 2-C(=0)-N(R (R n)
sustituido por N donde cada R mY R n es, independientemente,

H, un grupo amino protector o alquilo C 1-C 10 sustituido o
insustituido.

En algunas realizaciones, un nucledsidos modificado en
2’ comprende un grupo sustituyente en 2’seleccionad o de F,

OCR O-CH3, OCH,CHOCH, 2-O(CH 3),SCH, O-(CH )),-O-
N(CHs) 2, -O(CH ) 20(CH,) 2N(CHs) 2 y O-CH »-C(=O)-N(H)CH .

En algunas realizaciones, un nucleésido modificado en
2’ comprende un grupo sustituyente en 2’ selecciona do de F,
O-CH; y OCH ,CHOCH,.

En algunas realizaciones, un nucledsido con azlcar

modificado es un nucleésido 4'’-tio modificado. En a lgunas
realizaciones, un nucledsido con azlcar modificado es un
nucledsido 4'-tio-2’ modificado. Un nucledsido 4'-t io
modificado tiene un B-D-ribonucledsido donde el 4'-O se

reemplaza por 4'-S. Un nucleosido 4'-tio-2" modifi cado es

un nucleésido 4'-tio modificado que tiene el 2'-OH

reemplazado por un grupo sustituyente en 2'. Los gr upos
sustituyentes en 2’ adecuados incluyen 2'-OCH 3, 2-0-(CH ) »-
OCHYy 2'-F.
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En algunas realizaciones, un  oligonucledtido

modificado comprende una 0 mas modificaciones

internucledsido. En algunas realizaciones, cada en lace
internucledsido de un oligonucleétido modificado es un
enlace internucleosido modificado. En algunas

realizaciones, un enlace internucle6sido modificado
comprende un atomo de fosforo.

En algunas realizaciones, un  oligonucledtido

modificado comprende al menos un enlace internucleé sido
fosforotioato. En algunas realizaciones, cada enla ce
internucledsido de un oligonucleétido modificado es un

enlace internucledsido fosforotioato.

En algunas realizaciones, un enlace internucledsido

modificado no comprende un atomo de fosforo. En alg unas
realizaciones, un enlace internucledsido se forma m ediante
un enlace internucleésido alquilo de cadena corta. En
algunas realizaciones, un enlace internucleésido se forma
mediante un enlace internucledsido cicloalquilo. En algunas
realizaciones, un enlace internucledsido se forma m ediante
un heterodtomo mixto y enlace internucledsido alqui lo. En
algunas realizaciones, un enlace internucleésido se forma
mediante un heterodtomo mixto y enlaces internucled sido

cicloalquilo. En algunas realizaciones, un enlace

internucle6sido se forma mediante uno o mas enlaces

internucleodsido heteroatémicos de cadena corta. En algunas
realizaciones, un enlace internucleésido se forma m ediante
uno o0 mas enlaces internucledsido heterociclicos. E n
algunas realizaciones, un enlace internucleésido ti ene un
esqueleto amida. En algunas realizaciones, un enlac e
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internucleosido tiene partes componentes mixtas de
y CH .

En algunas realizaciones, un  oligonucledtido
modificado comprende una 0 mas nucleobases modifica
algunas realizaciones, un oligonucledtido modificad
comprende una o0 mas citocinas 5-metilo. En algunas
realizaciones, cada citosina de un oligonucleotido
modificado comprende una citocina 5-metilo.

En algunas realizaciones, una nucleobase modificada
selecciona de citocina 5-hidroximetilo, 7-desazagua
7-desazaadenina. En algunas realizaciones, una nucl
modificada se selecciona de 7-desaza-adenina, 7-
desazaguanosina, 2-aminopiridina y 2-piridona. En
realizaciones, una nucleobase modificada se selecci
pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y pu
sustituidas N-2, N-6 y O-6, incluidas 2 aminopropil
5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

En algunas realizaciones, una nucleobase modificada
comprende un heterociclo  policiclico. En  algunas
realizaciones, una nucleobase modificada comprende
heterociclo triciclico. En algunas realizaciones, u
nucleobase modificada comprende un derivado de feno
En algunas realizaciones, la fenoxazina puede modif
adicionalmente para formar una nucleobase conocida
técnica como G-clamp.

Determinadas composiciones farmacéuticas

En la presente se proporcionan composiciones
farmacéuticas que comprenden oligonucleédtidos. En a
realizaciones, dichas composiciones farmacéuticas s

para el tratamiento de trastornos metabdlicos y afe
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asociadas.

farmacéutica proporcionada en la presente comprende
compuesto que comprende un oligonucleétido modifica
consiste en 8 a 30 nucleodsidos ligados y que tiene

secuencia de nucleobases complementaria a miR-21 o

precursor

composicién farmacéutica proporcionada en
comprende un compuesto que consiste en un oligonucl
modificado que consiste en 8 a 30 nucledsidos ligad
tiene una secuencia de nucleobases complementaria a
0 un precursor del mismo.

Las vias de administraciéon adecuadas incluyen, a mo
no taxativo,

entérica, topica, supositorio, a través de inhalaci

intratecal,

intraperitoneal, intranasal, intraocular, intratumo

parenteral

intramedular y subcutdnea). En algunas realizacione

administran

exposiciones locales en lugar de sistémicas. Por €]
las  composiciones

directamente en el area del efecto deseado (por eje

el higado).

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
se administra en forma de una unidad de dosificacio
ejemplo, comprimido,
realizaciones, una composicion farmacéutica compren
oligonucleo6tido modificado a una dosis dentro de un
seleccionado de 25 mg a 800 mg, 25 mg a 700 mg, 25
mg, 25 mg a 500 mg, 25 mg a 400 mg, 25 mg a 300 mg,

realizaciones, una composicio

realizaciones,

la presen

transmucosal,
intracardiaca, intraventricular,
intravenosa, intramuscular
farmacéuticos

intratecales

farmacéuticas inyectarse

capsula, bolo, etc.). En algun
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200 mg, 25 mg a 100 mg, 100 mg a 800 mg, 200 mg a 8

300 mg a 800 mg, 400 mg a 800 mg, 500 mg a 800 mg,
800 mg, 100 mg a 700 mg, 150 mg a 650 mg, 200 mg a

250 mg a 550 mg, 300 mg a 500 mg, 300 mg a 400 mg y

a 600 mg. En algunas realizaciones, dichas composi

farmacéuticas comprende un oligonucleétido modifica

una dosis seleccionada de 25 mg, 30 mg, 35 mg, 40 m

mg, 50 mg, 55 mg, 60 mg, 65 mg, 70 mg, 75 mg, 80 mg

90 mg, 95 mg, 100 mg, 105 mg, 110 mg, 115 mg, 120 m

mg, 130 mg, 135 mg, 140 mg, 145 mg, 150 mg, 155 mg,
165 mg, 170 mg, 175 mg, 180 mg, 185 mg, 190 mg, 195
mg, 205 mg, 210 mg, 215 mg, 220 mg, 225 mg, 230 mg,
240 mg, 245 mg, 250 mg, 255 mg, 260 mg, 265 mg, 270
mg, 280 mg, 285 mg, 290 mg, 295 mg, 300 mg, 305 mg,
315 mg, 320 mg, 325 mg, 330 mg, 335 mg, 340 mg, 345
mg, 355 mg, 360 mg, 365 mg, 370 mg, 375 mg, 380 mg,
390 mg, 395 mg, 400 mg, 405 mg, 410 mg, 415 mg, 420
mg, 430 mg, 435 mg, 440 mg, 445 mg, 450 mg, 455 mg,
465 mg, 470 mg, 475 mg, 480 mg, 485 mg, 490 mg, 495
mg, 505 mg, 510 mg, 515 mg, 520 mg, 525 mg, 530 mg,
540 mg, 545 mg, 550 mg, 555 mg, 560 mg, 565 mg, 570
mg, 580 mg, 585 mg, 590 mg, 595 mg, 600 mg, 605 mg,
615 mg, 620 mg, 625 mg, 630 mg, 635 mg, 640 mg, 645
mg, 655 mg, 660 mg, 665 mg, 670 mg, 675 mg, 680 mg,
690 mg, 695 mg, 700 mg, 705 mg, 710 mg, 715 mg, 720
mg, 730 mg, 735 mg, 740 mg, 745 mg, 750 mg, 755 mg,

765 mg, 770 mg, 775 mg, 780 mg, 785 mg, 790 mg, 795
800 mg. En algunas realizaciones, una composicion

farmacéutica comprende una dosis de oligonucleétido

modificado seleccionada de 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100

00 mg,
600 mg a
600 mg,
400 mg
ciones
do en
g, 45
, 85 mg,
g, 125
160 mg,
mg, 200
235 mg,
mg, 270
310 mg,
mg, 350
385 mg,
mg, 425
460 mg,
mg, 500
535 mg,
mg, 575
610 mg,
mg, 650
685 mg,
mg, 725
760 mg,
mg, Yy

mg, 150
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mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 500 mg,
700 mg y 800mg.

En algunas realizaciones, un agente farmaceéutico es
oligonucledtido modificado liofilizado estéril que
reconstituye con un diluyente adecuado, por ejemplo
estéril para inyeccibn o solucion salina estéril pa
inyeccion. El producto reconstituido se administra
inyeccion subcutanea o como una infusién intravenos
después de la diluciébn en solucion salina. El produ
farmacoldgico liofilizado consiste en un oligonucle
modificado que se ha preparado en agua para inyecci
solucion salina para inyeccion, se ha ajustado hast
7.0-9.0 con é&cido o base durante la preparacion y |
ha liofilizado. El oligonucle6tido modificado liofi
puede ser 25-800 mg de un oligonucleétido. Se ente
que abarca 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225
275, 300, 325, 350, 375, 425, 450, 475, 500, 525, 5

600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775 y 800 mg de

oligonucledtido liofilizado modificado. Ademas, en
realizaciones, el oligonucle6tido modificado liofil

una cantidad de un oligonucleétido dentro de un ran
seleccionado de 25 mg a 800 mg, 25 mg a 700 mg, 25

mg, 25 mg a 500 mg, 25 mg a 400 mg, 25 mg a 300 mg,
200 mg, 25 mg a 100 mg, 100 mg a 800 mg, 200 mg a 8
300 mg a 800 mg, 400 mg a 800 mg, 500 mg a 800 mg,

800 mg, 100 mg a 700 mg, 150 mg a 650 mg, 200 mg a
250 mg a 550 mg, 300 mg a 500 mg, 300 mg a 400 mg y
a 600 mg. El producto farmacolégico liofilizado pu
envasarse en un vial de vidrio claro Tipo | de 2 mL

(tratado con sulfato de amonio), taponado con un ci
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caucho de bromobutilo y sellado con un sobresello d

aluminio FLIP-OFF®.
En algunas realizaciones, las composiciones

farmacéuticas proporcionadas en la presente pueden

adicionalmente otros componentes adjuntos que se en

convencionalmente en las composiciones farmacéutica

sus niveles de uso establecidos en la técnica. Por

consiguiente, por ejemplo, las composiciones puede

materiales adicionales, compatibles, farmacéuticame
activos tales como, por ejemplo, antipruriticos,
astringentes, anestésicos locales o] agentes

antiinflamatorios, o pueden contener materiales adi

Utiles para la formulacién fisica de varias formas
dosificacion de las composiciones de la presente in

tales como tintes, agentes saborizantes, conservant
antioxidantes,  opacificantes, agentes espesantes vy
estabilizantes. Sin embargo, dichos materiales, cua
interferir  indebidamente en las

agregan, no deben

actividades biolégicas de los componentes de las
composiciones de la presente invencion. Las formula
pueden esterilizarse y, si se desea, mezclarse con
auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes,
para influir en la presibn osmotica, soluciones
amortiguadores, colorantes, saborizantes y/o sustan
aromaticas y similares que no interactian perjudici
con el/los oligonucledtido(s) de la formulacion.

Se han usado restos lipidicos en terapias con acido
nucleico en una variedad de métodos. En un método,

nucleico se introduce en liposomas o lipoplexos fab

PCT/US2012/ 034880
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hechos con mezclas de lipidos catidnicos y lipidos

En otro método, se forman complejos de ADN con lipi

o policatiénicos sin la presencia de un lipido neut
algunas realizaciones, un resto lipidico se selecci

aumentar la distribucion de un agente farmacéutico

célula o tejido especifico. En algunas realizacione

resto lipidico se selecciona para aumentar la distr

de un agente farmacéutico en tejido graso. En algun
realizaciones, un resto lipidico se selecciona para
aumentar la distribucion de un agente farmacéutico
tejido muscular.

En algunas realizaciones, su usa INTRALIPID para
preparar una composicién farmacéutica que comprende
oligonucledtido. Intralipid es una emulsion grasa p
para administracion intravenosa. Estd compuesta por
aceite de soja, 1.2% de fosfolipidos de yema de hue
2.25% de glicerina 'y agua para inyeccion. Ademas, s
hidréxido de sodio para ajustar el pH a fin de que
de pH del producto final sea 6 a 8.9.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente comprende un compuesto
poliamina o un resto lipidico formando un complejo
acido nucleico. En algunas realizaciones, dichas
preparaciones comprenden uno 0 mas compuestos tenie
uno individualmente una estructura definida por la

(2) o una sal farmacéuticamente aceptable de la mis

neutros.
dos mono
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a b
X X
RN N “NR
2 2
Rin

a 'y X P para cada caso, es

en donde cada X
independientemente alquileno C 16;,nhes0,1,2 3, 4005;
cada R es independientemente H, en donde al menos n + 2 de

los restos R en al menos aproximadamente 80% de las

moléculas del compuesto de férmula (Z) en la prepar acion no
sonH; mes 1,2 304;YesO, NR 20S; R ! es alquilo,
alquenilo o alquinilo; cada uno se sustituye opcion almente
por uno 0 mas sustituyentes; y R 2 es H, alquilo, alquenilo

o alquinilo; cada uno se sustituye opcionalmente po r uno o
mAas sustituyentes; siempre que, se n = 0, entonces al menos
n + 3 de los restos R no son H. Dichas preparacione S se
describen en la publicacion PCT WO/2008/042973, que se
incorpora a modo referencia a la presente en su tot alidad

para la  divulgacion de  preparaciones lipidicas.

Determinadas preparaciones adicionales se describen en
Akinc et al., Nature Biotechnology 26, 561 - 569 (01 de
mayo de 2008), que se incorpora a modo referencia a la

presente en su totalidad para la divulgacion de

preparaciones lipidicas.

En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas proporcionadas en la presente compren den uno
o0 mas oligonucleotidos modificados y uno 0 mas exci pientes.
En algunas realizaciones, los excipientes se selecc ionan de
agua, soluciones de sal, alcohol, polietilenglicole S,
gelatina, lactosa, amilasa, estearato de magnesio, talco,
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acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelul
polivinilpirrolidona.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente se prepara usando técn
conocidas, incluidas, a modo no taxativo, mezclado,
disolucion, granulacion, formacién de grageas, levi
emulsién, encapsulado, atrapamiento o formacion de
comprimidos.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente es un liquido (por eje
una suspension, elixir y/o solucién). En algunas
realizaciones, una composicion farmacéutica liquida
prepara usando ingredientes conocidos en la técnica
incluidos, a modo no taxativo, agua, glicoles, acei
alcoholes, agentes saborizantes, conservantes y age
colorantes.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente es un solido (por ejem
polvo, comprimido y/o cépsula). En algunas realizac
una composicion farmacéutica solida que comprende u
oligonucledtidos se prepara usando ingredientes con
en la técnica, incluidos, a modo no taxativo, almid
azucares, diluyentes, agentes de granulacién, lubri
aglutinantes y agentes desintegrantes.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente se formula
preparacion de deposito. Algunas de dichas preparac
depdsito con tipicamente de accion mas larga que la
preparaciones

gue no son de depodsito. En

realizaciones, dichas preparaciones se administran

como uha

algunas
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implantacion (por ejemplo, subcutaneamente 0
intramuscularmente) o mediante inyeccion intramuscu

algunas realizaciones, las preparaciones de depoésit

preparan usando materiales poliméricos o hidréfobos
adecuados (por ejemplo, una emulsibn en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio i6nico, o como
derivados moderadamente solubles, por ejemplo, una
moderadamente soluble.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente comprende un sistema d
administracion. Ejemplos de sistemas de administrac
incluyen, a modo no taxativo, liposomas y emulsione
Determinados sistemas de administracion son utiles
preparar determinadas composiciones farmacéuticas i
aquellas que comprenden compuestos hidréfobos. En a
realizaciones, se usan determinados disolventes org
tales como dimetilsulfoxido.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente comprende una 0 mas mo
de administracion especifica en un tejidos disefiada
administrar los uno o mas agentes farmacéuticos de
presente invencion a tejidos o tipos celulares espe
Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composic
farmacéuticas incluyen liposomas revestidos con un
anticuerpo especifico de tejido.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente comprende un sistema
codisolvente. Algunos de dichos sistemas codisolven
comprenden, por ejemplo, alcohol bencilico, un tens

no polar, un polimero organico miscible en agua y u

lar. En

0 se

sal

ica
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acuosa. En algunas realizaciones, dichos sistemas
codisolventes se wusan para compuestos hidrofobos. U
ejemplo no taxativo de uno de dichos sistemas codis

es el sistema codisolvente VPD, que es una solucion
alcohol absoluto que comprende 3% p/v de alcohol be

8% p/v de tensioactivo no polar Polysorbate 80™ vy 6

de polietilenglicol 300. Las proporciones de dichos
sistemas codisolventes pueden variar considerableme

alterar de forma significativa sus caracteristicas
solubilidad y toxicidad. Ademas, la identidad de lo
componentes codisolventes puede variar: por ejemplo
pueden usar otros tensioactivos en lugar de Polysor
80™: el tamafo de fraccion del polietilenglicol pue
variarse; otros polimeros biocompatibles puede reem

el polietilenglicol, por ejemplo, polivinil pirroli

otros azucares o polisacaridos puede sustituir a la
dextrosa.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente comprende un sistema d
liberacibn sostenida. Un ejemplo no taxativo de dic
sistema de liberacion sostenida es una matriz semip
de polimeros hidréfobos sdlidos. En algunas realiza
los sistema de liberacion sostenida, dependiendo de
naturaleza quimica, pueden liberar agentes farmaceéu
durante un periodo de horas, dias, semanas 0 meses.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
proporcionada en la presente se prepara para admini
oral. En algunas realizaciones, una  composicion
farmacéutica se formula combinando uno o mas compue

comprenden un oligonucleétido modificado con uno o
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portadores farmacéuticamente aceptables. Algunos de
portadores permiten que las composiciones farmacéut
formulen como comprimidos, pastillas, grageas, caps
liquidos, geles, jarabes, suspensiones, emulsiones
similares para ingestion oral por parte de un indiv

algunas realizaciones, las composiciones farmacéuti

uso oral se obtuvieron mezclando el oligonucleoétido
solidos. Los adecuados

mas excipientes excipientes

incluyen, a modo no taxativo, cargadas, tales como
azucares, incluidas lactosa, sacarosa, manitol o so
preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo,

de maiz, almidon de trigo, almidén de arroz, almidd

papa,

hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de

gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa,
y/o polivinilpirrolidona (PVP). En algunas realizac
dicha mezcla se muele opcionalmente y se agregan au
opcionalmente. En algunas realizaciones, las compos
farmacéuticas se forman para obtener nucleos de com
0 grageas. En algunas realizaciones, se agregan age
desintegrantes (por ejemplo, polivinilpirrolidona
reticulada, agar o acido alginico o una sal del mis
como alginato de sodio).

En algunas realizaciones, los nucleos de grageas se
proporcionan con revestimientos. En algunas realiza
se pueden usar soluciones de azucar concentradas, ¢
pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco,
polivinilpirrolidona, gel carbopol, polietilenglico
diéxido de titanio, soluciones de laca y disolvente

mezclas disolventes organicas adecuadas. Se pueden
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tintes o pigmentos a los revestimientos de comprimi
grageas.

En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas para administracion oral son capsulas
hechas con gelatina. Algunas de dichas cépsulas dur
comprenden uno 0 mas agentes farmacéuticos de la pr
invencibn mezclados con una 0 mas cargas tales como
lactosa, aglutinantes tales como almidones y/o lubr
tales como talco o estearato de magnesio y, opciona
estabilizantes. En algunas realizaciones, las compo
farmacéuticas para administracion oral son capsulas
selladas hechas con gelatina y un plastificante, ta
glicerol o sorbitol. En determinadas capsulas bland
0 mas agentes farmacéuticos de la presente invencio
disuelven o suspenden en liquidos adecuados, tales
aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicol
liguidos. Ademas, se pueden agregar estabilizantes.

En algunas

realizaciones, las composiciones

farmacéuticas se preparas para administracion bucal

Algunas de dichas composiciones farmacéuticas son

comprimidos o grageas formulados de forma convencio

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
se prepara para administracion mediante inyeccion (
ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, et

algunas de dichas realizaciones, una composicion

farmacéutica comprende un portador y se formula en

acuosa, tal como agua o0 soluciones amortiguadoras

fisiol6gicamente compatibles tales como solucion de

solucion de Ringer o solucion amortiguadora salina

fisiologica. En algunas realizaciones, se incluyen
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ingredientes (por ejemplo, ingredientes que auxilia
solubilidad o sirven como conservantes). En algunas
realizaciones, las suspensiones inyectables se prep
usando portadores liquidos apropiados, agentes de
suspension y similares. Algunas composiciones farma
para inyeccidbn se presentan en forma de dosificacid
unitaria, por ejemplo, en ampollas o en contenedore
dosis multiples. Algunas composiciones farmaceéutica
inyeccion son suspensiones, soluciones o emulsiones
vehiculos oleosos o0 acuosos y pueden contener agent
formulacién tales como agentes de suspension,
estabilizantes y/o dispersantes. Algunos disolvente
adecuados para uso en composiciones farmacéuticas p
inyeccion incluyen, a modo no taxativo, disolventes
lipofilicos y aceites grasos, tales como aceite de
ésteres de acido graso sintéticos, tales como oleat
etilo o triglicéridos, y liposomas. Las suspensione
inyeccién acuosas pueden contener sustancias que au
la viscosidad de la suspension, tales como
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano.
Opcionalmente, dichas suspensiones también pueden c
estabilizantes o agentes adecuados que aumentan la
solubilidad de agentes farmacéuticos para permitir
preparacion de soluciones altamente concentradas.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
se prepara para administracion transmucosal. En alg
dichas realizaciones, se usan penetrantes apropiado
permear la barrera en la formulacién. Dichos penetr

conocen bien en la técnica.
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En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
se prepara para administracion por inhalacion. Algu
dichas composiciones farmacéuticas para inhalacion
preparan en forma de un pulverizador en aerosol en
envase presurizado o un nebulizador. Algunas de dic
composiciones farmacéuticas comprenden un propulsor
ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometan
diclorotetrafluoroetano, dioxido de carbono u otro
adecuado. En algunas realizaciones que usan un aero
presurizado, la unidad de dosificacion puede determ
con una valvula que administra una cantidad medida.
algunas realizaciones, se pueden formular capsulas
cartuchos para uso en un inhalador o insuflador. Al
dichas formulaciones comprende una mezcla en polvo
agente farmacéutico de la invencion y una base en p
adecuada tal como lactosa o almidon.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
se prepara para administracion rectal, tal como
supositorios o0 enema de retencion. Algunas de dicha
composiciones farmacéuticas comprenden ingredientes
conocidos, tales como mantequilla de cacao y/u otro
glicéridos.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut
se prepara para administracion topica. Algunas de d
composiciones farmacéuticas comprenden bases hidrat
suaves, tales como unglentos o cremas. Bases de ung
adecuadas ejemplares incluyen, a modo no taxativo,
petrolato, petrolato mas siliconas volatiles y lano

agua en emulsiones oleosas. Bases de crema adecuada
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ejemplares incluyen, a modo no taxativo, crema fria y
ungiento hidrdfilo.

En algunas realizaciones, una composicion farmacéut ica
proporcionada en la presente comprende un oligonucl edtido
modificado en una cantidad terapéuticamente efectiv a. En
algunas realizaciones, una cantidad terapéuticament e
efectiva es suficiente para evitar, aliviar o mejor ar los
sintomas de la enfermedad o prolongar la superviven cia del
individuo que esta siendo tratado. La determinacién de una
cantidad terapéuticamente efectiva estd dentro de | as
capacidades de los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, uno o mas oligonucleétido S
modificados proporcionados en la presente se formul an como
un profarmaco. En algunas realizaciones, tras la
administracion in vivo , un profarmaco se convierte
quimicamente en la forma biolégicamente, farmacéuti camente
0 terapéuticamente mas activa de un oligonucleétido En
algunas realizaciones, los profarmacos son Utiles p orque
son méas faciles de administrar que la forma activa
correspondiente. Por ejemplo, en ciertos casos, un
profarmaco puede ser mas biodisponible (por ejemplo , a
través de administracion oral) que su forma activa
correspondiente. En ciertos casos, un profarmaco pu ede
tener solubilidad mejorada en comparacion con la fo rma
activa correspondiente. En algunas realizaciones, | 0s
profarmacos son menos solubles en agua que la forma activa
correspondiente. En ciertos casos, dichos profarmac 0s
poseen transmision superior a través de las membran as
celulares, donde la solubilidad en agua es perjudic ial para
la movilidad. En algunas realizaciones, un profarma CO es un
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éster. En algunas realizaciones, el éster se hidrol
metabdlicamente en acido
administracion. En ciertos casos, el compuesto que
acido carboxilico es la forma activa correspondient
algunas realizaciones, un profarmaco comprende un p
corto (poliaminoacido) unido a un grupo acido. En a
de dichas realizaciones, el péptido se escinde tras

administracion para formar la forma activa correspo

En algunas realizaciones, un profarmaco se produce

modificando un compuesto farmacéuticamente activo a
que el compuesto activo se regenere tras la adminis
in vivo El profarmaco puede disefiarse para alterar la
estabilidad metabdlica o las caracteristicas de tra
de un farmaco, para enmascarar efectos secundarios
toxicidad, para mejorar el sabor de un farmaco o pa
alterar otras caracteristicas o propiedades de un f
En virtud del conocimiento sobre procesos farmacodi
y metabolismo de farmacos in vivo
técnica, una vez conocido un compuesto farmacéutica
activo, puede disefar profarmacos del compuesto (ve
ejemplo, Nogrady (1985) Medicinal Chemistry A Bioch
Approach, Oxford University Press, New York, pagina
392).
Algunas vias de administracion

En algunas realizaciones, la administracion a un
individuos comprende administracion parenteral. En
realizaciones, la administracion a un individuos co
administracion intravenosa. En algunas realizacione
administracion a un individuo comprende administrac

subcutanea.

carboxilico tras la

, los expertos en
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En algunas realizaciones, la administracion a un
individuo comprende administracion intraarterial. E
algunas realizaciones, la administracion a un indiv
comprende  administracion  intracardiaca.  Los
adecuados para administracién intracardiaca incluye
de un catéter, o administracion durante una cirugia
corazén abierto. En algunas realizaciones, la
administracion comprende el uso de un stent.

En algunas realizaciones, la administracion incluye
administracion pulmonar. En algunas realizaciones
administracion pulmonar comprende administracion de
oligonucleotido aerosolizado al pulmén de un indivi
mediante inhalacién. Tras la inhalacion por parte d
individuo del oligonucledtido aerosolizado, e
oligonucledtido se distribuye a las células del tej
pulmonar inflamado y normal, incluidos los marcofag
alveolares, eosindfilis, epitelio, endotelio de vas
sanguineos y epitelio bronqueolar. Un dispositivo a
para la administracién de una composicién farmacéut
comprende un oligonucleétido modificado incluye, a
taxativo, un dispositivo nebulizador estandar. Las
formulaciones y métodos para modular el tamafio de |
gotitas usando los dispositivos nebulizadores para
porciones especificas objetivo del tracto respirato
pulmones se conocen en la técnica. Dispositivos ade
adicionales incluyen inhaladores de polvo seco o
inhaladores de dosis medida.

En algunas realizaciones, se administran composicio
farmacéuticas para lograr exposiciones locales en |
sistémicas. Por la administracion

ejemplo, pulmonar

medios
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administra una composicion farmacéutica al pulmén, con
minima exposicion sistémica.

Las vias de administracion adecuadas adicionales

incluyen, a modo no taxativo, oral, rectal, transmu cosal,
intestinal, entérica, tdpica, supositorio, intratec al,
intraventricular, intraperitoneal, intranasal, intr aocular

intramuscular, intramedular e intratumoral.
Algunos compuestos
En la presente se proporcionan compuestos que

comprenden un oligonucleétido modificado que tiene

determinados patrones de nucleésidos y usos de esto S
compuestos para modular la actividad, nivel o expre sion de
un acido nucleico objetivo. En algunas realizacione s, el

compuesto comprende un oligonucle6tido. En algunas
realizaciones, el compuesto consiste en un oligonuc ledtido.

En algunas realizaciones, el oligonucledtido es un

oligonucleétido modificado. En algunas realizacione S, un
oligonucle6tido modificado es complementario a un A RN
pequefio no codificante. En algunas realizaciones, e | ARN

pequefio no codificante es miR-21.

En algunas realizaciones, el compuesto comprende un
oligonucledtido  modificado  hibridado a una hebra
complementaria, es decir, el compuesto comprende un
compuesto oligomérico de doble hebra. En algunas

realizaciones, la hibridacibon de un oligonucleotido

modificado a una hebra complementaria forma al meno S un
extremo romo. En algunas de dichas realizaciones, | a
hibridacién de un oligonucle6tido modificado con un a hebra
complementaria forma un extremo romo en cada extrem o del

compuesto oligomérico de doble hebra. En algunas
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realizaciones, el extremo de un oligonucleétido mod
comprende uno o mas nucleésidos ligados adicionales
respecto a la cantidad de nucledsidos ligados de la
complementaria. En algunas realizaciones, los uno o
nucledsidos adicionales estan en el
oligonucledtido. En algunas realizaciones, los uno
nucledsidos adicionales estan en el
oligonucledtido. En algunas realizaciones, al menos
nucleobase de un nucledsido de los uno o mas nucled
adicionales es complementaria al ARN objetivo. En a
realizaciones, cada nucleobase de cada uno de los u
nucledsidos adicionales es complementaria al ARN ob
En algunas
complementaria comprende uno o mas nucledsidos liga
adicionales con respecto a la cantidad de nucleosid
ligados de un oligonucledtido. En algunas realizaci

los uno 0 mas nucleodsidos adicionales estan en el e

3’ de la hebra complementaria. En algunas realizaci

los uno 0 mas nucleodsidos adicionales estan en el e

5’ de la hebra complementaria. En algunas realizaci
nucleosidos ligados adicionales se ligan a un extre

algunas realizaciones, un nucleésido adicional se |

extremo.

En algunas realizaciones, el compuesto comprende un
oligonucleotido modificado conjugado a uno 0 mas re

potencian la actividad, distribucion celular o abso

celular

resultantes. En algunas de dichas realizaciones, e
es un resto colesterol. En algunas realizaciones, e

es un resto lipidico. Restos adicionales para conju

extremo 5’

extremo 3’

realizaciones, extremo de una hembra

oligonucledtidos codificantes
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incluyen carbohidratos, fosfolipidos, biotina, fena
folato, fenantridina, antraquinona, acridina,
fluoresceinas, rodaminas, coumarinas y tintes. En a
realizaciones, un grupo conjugado se acopla directa
un oligonucleétido. En algunas realizaciones, un gr
conjugado se acopla a un oligonucleétido modificado
mediante un resto de ligacidbn seleccionado de amino
hidroxilo, &cido carboxilico, tiol, insaturaciones
ejemplo, uniones dobles o triples), acido 8-amino-3
dioxaoctanoico (ADO), succinimidil 4-(N-maleimidome
ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), &acido 6-aminohexa
(AHEX o AHA), alquilo C1-C10 sustituido, alquenilo
sustituido o insustituido y alquinilo C2-C10 sustit
insustituido. En algunas de dichas realizaciones, u
sustituyente se selecciona de hidroxilo, amino, alc
carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tioalcoxi, h
alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

En algunas de dichas realizaciones, el compuesto
comprende un oligonucleétido modificado que tiene u
grupos estabilizantes que se acoplan a uno o ambos
de un oligonucledtido modificado para potenciar las
propiedades tales como, por ejemplo, la estabilidad
nucleasa. Los grupos estabilizantes incluyen estru
funda. Estas modificaciones terminales protegen al
oligonucledtido  modificado de la degradacion  por
exonucleasas y puede ayudar en la administracion vy/
localizacion dentro de una célula. La funda puede
presente en el extremo 5' (funda en 5') o en el ext

(funda en 3') o puede estar presente en ambos extre

zina,
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estructuras de funda incluyen, por ejemplo, fundas

desoxi invertidas.

Las estructuras de funda adecuadas incluyen

nucledtido  4',5-metileno, un  nucleétido
eritrofuranosilo), un nucledétido 4'-tio, un nucleét
1,5-anhidrohexitol,

nucleétido L, un nucleétido alfa, un nucleétido de

carbociclico, un  nucledtido
modificada, un enlace fosforoditioato, un nucleétid
pentofuranosilo, un nucledtido aciclico 3',4'-seco,
nucledtido aciclico 3,4-dihidroxibutilo, un nucleot
aciclico 3,5-dihidroxipentilo, un resto nucleotidic
invertido, un resto abasico 3'-3-invertido, un res
nucleotidico 3'-2'-invertido, un resto abasico 3'-2
invertido, un 1,4-butanodiol fosfato, un 3'-fosfora

un hexilfosfato, un aminohexil fosfato, un 3'-fosfa

3'-fosforotioato, un fosforoditioato, un resto form

1-(beta-D-

un

puente metilfosfonato y un resto no formador de pue

metilfosfonato 5'-amino-alquil fosfato, un 1,3-dia

propil fosfato, 3-aminopropil fosfato, un 6-aminohe
fosfato, un 1,2-aminododecil fosfato, un hidroxipro
fosfato, un resto nucleotidico 5'-5'-invertido, un
abéasico 5'-5'-invertido, un
fosforotioato, un 5'-amino, un 5'-fosforamidato for
puentes y/o no formador de puentes, un fosforotioat
resto 5'-mercapto.

Determinadas terapias adicionales

Los tratamientos para una enfermedad asociada con m

21 pueden comprender mas de una terapia. Como tal,

algunas realizaciones proporcionadas en la presente

métodos para tratar un individuo que tiene o se sos

5'-fosforamidato, un 5'
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que tiene una enfermedad asociada con miR-21, que

comprenden administrar al menos una terapia ademas de
administrar un oligonucleoétido modificado que tiene una
secuencia de nucleobases complementaria a un microA RN.

En algunas realizaciones, la al menos una terapia
adicional comprende un agente farmacéutico.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos

incluyen agentes antiinflamatorios. En algunas
realizaciones, los agentes antiinflamatorios incluy en un
agente antiinflamatorio esteroide. En algunas
realizaciones, un agente antiinflamatorio esteroide es un
corticoesteroide. En algunas realizaciones, el
corticoesteroide es prednisona. En algunas realizac iones,
un agente antiinflamatorio es un farmaco antiinflam atorio

no esteroide. En algunas realizaciones, un agente
antiinflamatorio no esteroide es ibuprofeno, un inh ibidor
de COX-I o un inhibidor de COX-2.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos

incluyen agentes antidiabéticos. Los agentes antidi abéticos
incluyen, a modo no taxativo, biguanidas, inhibidor es de
glucosidasa, insulinas, sulfonilureas y tiazolidine dionas.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos

incluyen, a modo no taxativo, diuréticos (por ejemp lo,
espironolactona, eplerenona, furosemida), inétropos (por
ejemplo, dobutamina, milrinona), digoxina, vasodila tadores,

inhibidores de la enzima convertidora de angiotensi na Il
(ECA) (por ejemplo, son captopril, enalapril, lisin opril,

benazepril, quinapril, fosinopril y ramipril), bloq ueadores
del receptor de angiotensina Il (BRA) (por ejemplo,

candesartan, irbesartan, olmesartan, losartan, vals artan,
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telmisartan, eprosartan), bloqueadores de canal de
dinitrato de hidralazina,

isosorbida, nitratos  (por

ejemplo, mononitrato de isosorbida, dinitrato de
isosorbida), hidralazina, beta-bloqueadores (por ej
carvedilol, metoprolol) y péptidos natriuréticos (p
ejemplo, nesiritida).

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen heparinoides. En algunas realizaciones, el
heparinoide es polisulfato de pentosan.

En algunas realizaciones, un agente farmacéutico es
agente farmacéutico que bloguea una o mas respuesta
sefales fibrogénicas.

En algunas realizaciones, un agente farmacéutico es
una terapia antifactor de crecimiento de tejido con
En algunas realizaciones, una terapia anti-CTGF es
anticuerpo monoclonal contra CTGF.

En algunas realizaciones, una terapia adicional pue
ser un agente farmacéutico que mejora el sistema
inmunitario del cuerpo, incluido ciclofosfamida en
bajas, timostimulina,

vitaminas y complementos

nutricionales  (por ejemplo, antioxidantes, incluida
vitaminas A, C, E, beta-caroteno, zinc, selenio, gl

coenzima Q-10 y echinacea) y vacunas, por ejemplo,
(ISCOM),

de vacuna que

complejo inmunoestimulador que comprende u

formulacién combina una presentacion
multimérica del antigeno y un adyuvante.

En algunas realizaciones, la terapia adicional se
selecciona para tratar o mejorar un efecto secundar
una 0 mas composiciones farmacéuticas de la present

invencion. Dichos efectos secundarios incluyen, a m
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inyeccion,

de funcion

hepatica,

anormalidades en la funcion renal, toxicidad hepati

toxicidad renal,

anormalidades en el

sistema nervio

central y miopatias. Por ejemplo, niveles aumentado

aminotransferasa en suero pueden indicar toxicidad

o anormalidad

en la funcion

hepatica.

Por

ejemplo,

bilirrubina aumentada puede indicar toxicidad hepat

anormalidad en la funcion hepatica.

Ejemplos

adicionales

de

agentes

adicionales incluyen, a modo no taxativo, inmunoglo

farmacéuticos

incluidas, a modo no taxativo inmunoglobulina intra

(IVI1g); analgésicos (por

salicilatos;  antibioticos;
modificadores  adrenérgicos;

ejemplo,

antivirales;

hormonas

acetaminofen);

(por

antifingico

ejemplo,

esteroides anabolicos, andrégeno, estrogeno, calcit

progestina, SO

matostatina

y

hormonas

tiroideas);

inmunomoduladores; relajantes musculares; antihista

agentes para la osteoporosis (por ejemplo, bifosfon

calcitonina vy
antineoplasicos;

productos de

estrogenos);
agentes

roble ven

anticuerpos; y vacunas.

Determinados kits

prostaglandinas,

psicoterapéuticos;

€noso

agentes

sedante

(0] Zumaque Venenoso,

La presente invencion también proporciona Kkits. En

algunas realizaci

ones, los Kkits comprenden uno o ma

compuestos  de la  invencion que

oligonucledtido modificado,

nucleobase del

secuencia de

en donde

comprenden un

la secuencia d

oligonucleétido es complementaria a

nucleobases

de

miR-21.

Los
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ca,
SO
s de
hepatica
ica o
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atos,
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complementarios a miR-21 puede tener cualquiera de
patrones de nucleésidos descritos en la presente. E
algunas realizaciones, los compuestos complementari
miR-21 puede estar presentes dentro de un vial. Un
pluralidad de viales, tal como 10, pueden estar pre
por ejemplo, en envases dispensadores. En algunas
realizaciones, el vial se fabrica a fin de ser acce
mediante una jeringa. El kit también puede contener
instrucciones para usar los compuestos complementar
miR-21.

En algunas realizaciones, los kits pueden usarse pa
administracion del compuesto complementario a miR-
individuo. En tales casos, ademas de los compuestos
a miR-21, el kit

adicionalmente uno o mas de los siguientes: jeringa

complementarios puede comprender
de alcohol, bola de algodén y/o almohadilla de gasa
algunas realizaciones, los compuestos complementari
miR-21 pueden estar presentes en una jeringa precar

(tal como jeringas de dosis simple con, por ejemplo

jeringa de paso 27, de ¥z pulgada con una guarda de

en lugar de en un vial. Un pluralidad de jeringas
precargadas, tal como 10, pueden estar presentes, p

ejemplo, en envases dispensadores. El kit también p

contener  instrucciones para usar los  compuestos
complementarios a miR-21.
Algunos modelos experimentales

En algunas realizaciones, la presente invencion

proporciona métodos para usar y/o evaluar oligonucl

modificados de la presente invencion en un modelo

experimental. Los expertos en la técnica son capace
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seleccionar y modificar los protocolos para dichos
experimentales para evaluar un agente farmacéutico
invencion.

En general, los oligonucleétidos modificados primer
evallan en células cultivadas. Los tipos celulares
adecuados incluyen aquellos que estan relacionados
tipo celular al que se desea administrar un oligonu
modificado in vivo
adecuados para el estudio de los métodos descritos
presente incluyen células primarias o cultivadas.

En algunas realizaciones, la medida en que un
oligonucleotido modificado interfiere con la activi
miR-21 se evalla en células cultivadas. En algunas
realizaciones, la inhibicion de la actividad del mi
puede evaluarse midiendo los niveles del microARN.
Alternativamente, se puede medir el nivel de un tra
regulados por microARN previsto o validado. Una inh
en la actividad del microARN puede resultar en el a
del trascrito regulado por miR-21 y/o de la protein
codificada por el trascrito regulado por miR-21. Ad
algunas realizaciones, se pueden pedir determinados
resultados fenotipicos.

Existen varios modelos animales disponibles para lo
expertos en la técnica para el estudio de miR-21 en
de enfermedad humana. Por ejemplo, se pueden estudi
inhibidores de miR-21 en modelos de cancer, tales c
modelos de xenoinjerto ortotopicos, modelos de canc
inducido por toxina o modelos de céancer inducidos
genéticamente. En dichos modelos de céancer, los est

pueden llevarse a cabo para evaluar los efectos de

Por ejemplo, los tipos celulares
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inhibidores de miR-21 en el tamafio del tumor, la ca
de tumores, la sobrevida total y/o la sobrevida lib
progresion.

Los efectos de los inhibidores de miR-21 en la func
cardiaca y la fibrosis pueden estudiarse en modelos
operacion de ligadura transadrtica o infarto de mio
induciendo cada uno la funcion cardiaca anormal y f
Los modelos de fibrosis renal incluyen obstruccion
unilateral y lesién por isquemia/reperfusion. Duran
primeros puntos de tiempo, el modelo de lesidén rena
reperfusion isquémica pueden usarse como modelo par
renal aguda, mientras que en los puntos de tiempo f
sirven como modelo para la fibrosis renal. Los mode
fibrosis hepética se inducen, por ejemplo mediante
intoxicacion con tetracloruro de carbono o reseccio
vias biliares. Los efectos de miR-21 en la fibrosi
pulmonar pueden estudiarse, por ejemplo, en un mode
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. Los mode
curacion de heridas también estan disponibles para
experto en la técnica, por ejemplo, los ratones C57
db/db, que exhiben varias caracteristicas de la dia
dependiente de insulina, tal como retraso marcado d
cierre de heridas.

Algunos ensayos de cuantificacion

Los efectos de la inhibicion no codificante de miR
luego de la administracion de oligonucleétidos modi
puede evaluarse mediante una variedad de métodos co
en la técnica. En algunas realizaciones, estos méto
usan para cuantificar los niveles de microARN en cé

tejidos in vitro 0 in vivo
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miden los cambios en los niveles de microARN median te
analisis de micromatrices. En algunas realizaciones , los
cambios en los niveles de microARN se miden mediant e uno de
varios ensayos PCR disponibles en el mercado, tales como el
TagMan® MicroRNA Assay (Applied Biosystems). En alg unas
realizaciones, la inhibicion no codificante de miR- 21 se
evallia midiendo el nivel de ARNm y/o proteina de un miR-21

objetivo. La inhibicibn no codificante de miR-21
generalmente resulta en el aumento en el nivel de A RNm y/o
proteina del microARN obijetivo.
Ensayo de acoplamiento objetivo

La modulacion de la actividad de microARN con un an ti-
miR o mimico de microARN puede evaluarse midiendo e I
acoplamiento objetivo. En algunas realizaciones, el
acoplamiento objetivo se miden mediante creacion de
perfiles de micromatriz de ARNm. Las secuencias de los ARNm
que se modulan (en aumento o disminucién) mediante el anti-
miR o mimico de microARN se someten a buUsqueda para
determinas las secuencias semilla del microARN, par a
comparar la modulacibon de ARNmM que son objetivos de I

microARN, para la modulacién de ARNm que no son obj etivos
del microARN. De esta forma, la interaccion del ant I-miR
con el miR-21, o mimico de miR-21 con sus objetivos puede
evaluarse. En el caso de un anti-miR, los ARNm cuyo S
niveles de expresidon aumentan se someten a deteccio n para
determinar las secuencias de ARNmM que comprenden un a
coincidencia de semilla con el microARN al que el a nti-miR

es complementario.
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Los siguientes ejemplos se presentan a efectos de

- 142 -

ilustrar mas completamente algunas realizaciones de
invencion. No deben interpretarse de ningdn modo co
limitantes del amplio alcance de la invencion.
Los expertos en la técnica adoptaran facilmente los
principios subyacentes de este descubrimiento para
varios compuestos sin apartarse del espiritu de la
invencion.
Ejemplo 1: Deteccion in vitro de compuestos anti-mi

Se evaluaron varios anti-miR dirigidos a miR-21 y q
comprenden nucledsidos cEt para determinar sus efec
inhibidores sobre la actividad de miR-21. Tal como
muestra en la Tabla A, estos compuestos varian en |
y cantidad, tipo y disposicibn de los nucleésidos
modificados. 25919 comprende nucleésidos 2'-MOE y 2
y es conocido por inhibir a miR-21, y por consiguie
incluye como testigo positivo. El resto de los comp
comprenden nucleésidos cEt en combinacién con nucle
2'-MOE y/o
Tabla A: compuestos anti-miR-21

p-D-desoxirribonucledésidos.

PCT/US2012/ 034880
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Compesto
No.

Secuencia y quimica (5’ a 3") SEQ ID

25919 U eCeARARCEARURCe ARG U CeUeGEARURARARGECr UeAe

25067 T ¢ “CAACAT™CAGT“CTGATAAG"CTA

25068 T £"CeAEACSAETECSAEGETECS TEGEAEUSAEAEGECS TEAE

TN N

Y

25070 A\ ECAATGAGTGTGAWAAGGTA:

25071 \ T CATCAGT*CTGATAAGCTA,

Y

Y

25072 A\ ECAETECSAEGETECS TEGEAEUSAEAEGECS TEAE

Y

25077 A eTeMECeASGSTeMECeTeGSASTeAeASGSMECeTeAe

gl W W w
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25082 T €“CAAGATGAGTGTGAYAAGGTA: 4
25731 A Te"CeAG T CeTeGsAsTeAsASG: " “CeUsAs S

En la Tabla A precedente, los nucledsidos que no es tan

seguidos por un subindice indican B-D-

desoxirribonucleésidos. Los nucleésidos seguidos p or un

subindice “E” indican nucledsidos 2’-MOE. Los nucl eosidos
seguidos por un subindice “S” indican nucleésidos S -CcEt.

Los nucledsidos seguidos por un subindice “F” indic an

nucleodsidos 2'-fluoro. Cada enlace internucleésido es un

enlace internucledsido fosforotioato. EIl superindi ce “Me”
indica un grupo 5-metilo en la base pirimidina del

nucleosido.

Los compuestos se evaluaron para determinas la

actividad inhibidora de miR-21 en un ensayo de luci ferasa.

Se manipuld una construccion de sensor de luciferas a en

microARN usando pGL3-MCS2 (Promega). La construccié n se

introdujo en células Hela para someter a prueba la

capacidad de los compuestos anti-miR para inhibir | a

actividad de miR-21. En este ensayo, el miR-21 pres ente en

las células Hela se une a su sitio(s) cognado(s) en la
construccion de sensor de luciferasa y suprime la e xpresion
de luciferasa. Cuando el anti-miR apropiado se intr oduce en
las células, se une a miR-21 y atenla la expresion de
luciferasa. Por consiguiente, en este ensayo los an ti-miR
que son inhibidores efectivos de la expresion de mi R-21
provocaran un aumento en la expresion de luciferasa
Dia 1 : Se sembraron células Hela (ATCC), transfectadas
de forma estable con una construccion de luciferasa
manipulada para contener un secuencia complementari aa miR-

21 en matraces T-170 (BD Falcon) a 3.5 *10

6 células/matraz.
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Las células Hela se cultivaron en medio Dulbecco’s

Eagle Medium with High Glucose (Invitrogen).

Dia 2 : Cada matraz de células Hela se transfectd con

0.5ug de un plasmido sensor phRL (Promega) que expr
Renilla para usarse en la normalizacion. Las célul

se transfectaron usando 20ul de Lipofectamine 2000/
(Invitrogen). 4 horas después de la transfeccion,
células se lavaron con PBS y se tripsinizaron. Las

Hela se colocaron en placas a 40k/pocillo en placas

pocillos (BD Falcon) y se dejaron toda la noche.

Dia 3 : Las células Hela se transfectaron con anti-miR

usando Lipofectin (Invitrogen) a 2.5ul de Lipofecti
ASO/ml Opti-MEM | Reduced Serum Medium (Invitrogen)
4 horas. Después de la transfeccion ASO, se volvié
colocar medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium with
Glucose (Invitrogen) en las células Hela.

Dia 4 : Las células Hela se lisaron pasivamente y se

midio la actividad de luciferasa usando el sistema
Luciferase Reporter Assay System (Promega).

El ensayo de luciferasa se llevo a cabo para somete
prueba la capacidad de los anti-miR con los patrone
nucledsidos descritos en la presente para inhibir |
actividad de miR-21. Los resultados se compararon
tratamiento "simulado”, en el que las células no re
tratamiento anti-miR. El experimento se repitio y |
resultados se muestra en la siguiente Tabla B, como
valor de luciferasa normalizado con respecto a la a
de beta-galactosidasa.

Tabla B: Actividad inhibitoria de compuestos anti-m

PCT/US2012/ 034880
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_ Concentracion de oligonucledtido
Tratamiento
500nM | 100nM | 20nM | 4nM .8nM | .16nM

Transfeccion

simulada 39 40 7 5( 33 45

25919 202 171 114 84 53 40

25067 42 30 41 43 28 38

25068 122 97 86 64 54 45

25070 165 132 128 99 87 65

25071 42 53 63 50 36 48

25072 143 115 86 76 49 40

25077 40 42 33 45 38 34

25082 202 176 147 112 89 70

25731 59 38 39 32 45 34

Tal como se ilustra en la Tabla B, varios compuesto S
que contenian cEt demostraron una inhibicién de miR -21 de
forma dependiente de la dosis: 25068, 25070, 25072 y 25082.
Ejemplo 2: Variaciones de nucleésido modificado del
compuesto anti-miR-21 25070
Tal como se muestra en el Ejemplo precedente, 25070 es

un potente inhibidor de la actividad de miR-21 en e | ensayo
de luciferasa. Para evaluar los cambios en el tipo de
nucleésido modificado en varias posiciones de 25070 , Se
diseflaron compuestos anti-miR-21 adicionales como s e

muestra en la Tabla C.
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Tabla C: Compuestos anti-miR-21 adicionales

PCT/US2012/ 034880

No. de . o
. Secuencia y quimica (5’ a 3) Variacion ¢on respec to a 25070
referencia
25070 A eCSATGAGTGTGAUWAAGGTA: (SEQ ID NO: 3)  Ninguna
95925 A CATCsAG T CsTGATAAG CSTAE Cada citosina es una citosina 5-metilo
(SEQ ID NO: 3)
nucledsido en el extremo 3’es un
25923 A eCAATGAGTGTGAUAAGGTAs (SEQ ID NO: 3) nucledsido cEt en lugar de un
nucledsido 2'-MOE
nucledsido en el extremo 3’es un
25024 AMCATCAG T CsTGATRAAG CTAs nucleosido cEt en lugar de un
(SEQ ID NO: 3) nucledsido 2’-MOE y cada citosina es
una citosina 5-metilo
" " " " " Cada nucle6sido no biciclico es un
Ae " CsAeTE “CsAGETE “CsTEGEAE “TSAEAEGE “CsTEAE . -
25116 nucledsido 2'-MOE y cada citosina es
(SEQ ID NO: 3) o _
una citosina 5-metilo
AMEC AETEMSC AeGETEMSC TEGEAEV®T . ACAGEVC, TEAE Cada nucledsido no biciclico es un
25117

(SEQ ID NO: 3)

nucledsido 2'-MOE y cada citosina es

146
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En la Tabla F precedente, los nucledsidos que no es

seguidos por

desoxirribonucledsidos.

un

subindice

indican

Los nucleésidos seguidos p

subindice “E” indican nucledsidos 2’-MOE. Los nucl

seguidos por un subindice “S” indican nucledsidos S

Los nucledsidos seguidos por un subindice “F” indic

nucledsidos 2’-fluoro. Cada enlace internucledésido

enlace internucleésido fosforotioato. El superindi

indica un grupo 5-metilo en

nucledsido.

la base pirimidina del

El ensayo de luciferasa se llevé a cabo tal como se

describe en la presente para someter a prueba la ca

de los anti-miR en la Tabla F para inhibir la activ

miR-21.

"simulado”, en el que las células no recibieron tra

anti-miR. El experimento se repitio y los resultado

replicados experimentales se muestran en la siguien

D, como el cambio en el valor de luciferasa con res

tratamiento simulado.

Los resultados se compararon con un tratam

tan
B-D-
or un
eo6sidos
-CcEt.
an
es un

Ce “Me”

pacidad
idad de
iento
tamiento
S de dos
te Tabla
pecto al

Tabla D: Ensayo de luciferasa para evaluar varios
compuestos anti-miR-21
Tratamiento Concentracion de compuesto anti - miR
50.0 16.7 5.6 1.9 0.6 0.2
25070 11.00 11.28 |6.22 1.14 1.01 1.04
25922 11.46 11.60 (881 134 1.10 1.02
25923 10.81 11.34 |5.18 1.10 1.01 1.06
25924 8.99 13.01 780 137 125 1.10
25116 1.98 564 247 1.06| 0.98 |[1.06
25117 91 736 364 1.14| 1.15 [1.05
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Tal como se ilustra en la Tabla D, varios compuesto
que contenian cEt demostraron una inhibicién de miR
forma dependiente de la dosis, ademas de 25070: 259
25923 y 25924. Los compuestos anti-miR-21 25116 y 2
teniendo cada uno una modificacion de azucar en cad
nucledsido, donde cada citosina es una citosina 5-m
no fueron inhibidores efectivos de miR-21.
Ejemplo 3: Comparacion de patrones de nucleésidos q
confieren actividad a los compuestos anti-miR-21

Para determinar la relacidbn entre los patrones de
nucledsidos que confieren actividad a los compuesto
miR-21, la disposicion de nucleésidos modificados y
modificados se compar6 en los compuestos anti-miR-2

activos, que se muestran en la Tabla E.

S
-21 de
22,
5117,
a

etilo,

ue

s anti-

no
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Tabla E: Compuestos anti-miR-21 que contienen cEt a ctivos
Fila correspondiente
Compuesto . o SEQ ID
en Tabla a Secuencia y quimica (5’ a 3)
. » No. NO
continuacion

5 1 25068 T £ “CeAeACAETECAEGETECS TEGEAEUSAEAEGECS TEAE 4

2 25070 A eCATGAGTGTGAUWAAGGTA: 3

3 25072 A ECSAeTECAEGETECSTEGAEUSAEAEGECS TEAE 3

4 25082 T E"“CAAGATGAGTGTGAUAAGGTAE 4

5 25922 A £ CATCAGTCsTGATAAGCSTAE 3
10 6 25923 A eCAATGAGTGTGAUYAAGGTAs 3

7 25924 A ECAT™CsAGTCsTGATAAGCsTAs 3
15

150
20



WO02012/ 148952 - 151 - PCT/US2012/ 034880

Tabla F: Estructuras alineadas de compuestos anti-m iIR-21 que contienen cEt activos
Nucleobase y resto de azucar

1] Te|M™Ce|Ae|Ae|Cs [Ae|Te|Cs |[Ae|G|Te|GCs [Te|G|Ae|Us|Ae|Ae|G[Cs [Tel|Ae
5 2 elG AT Cs AGTGGs [T G AUSAIABGT CSs [T Ae

3 |G |Ae|Te|G Ae| G| Te|G Te|&E|Ae|Us|Ae|Ae| G| G [Te| A

4 Tel™Cc|AACs AT Cs [AG T Cs [T G AUGSIAIAG Cs [T Ac

5 el MG |A [T [MG|A G T [MG|T G A Us|[AA G [MG|T |Ac

6 elG AT Cs AGTGGs [T G AUSAIAGTC CSs [T As
10 7 |G |A [T [MG|A[G T [MS|TIGIA TsIAJA G [MG|T |As
15

151
20
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La comparacion de la disposicion de nucledsidos

modificados y no modificados (Tabla F anterior) rev
determinados patrones de nucledsidos eran comunes a
compuesto anti-miR-21 altamente activo.

Por ejemplo, una comparacion de la estructura en el
extremo 5 de cada compuesto reveld una region que v
longitud de 1 a 4 nucledsidos, siendo cada uno un
nucleésido no biciclico (Columna ‘R’ en la Tabla G
continuacion). Las siguiente region tiene un nucled
biciclico, seguido por dos nucledsidos no biciclico
seguido por un nucleésido biciclico (Columna ‘1’ en
Tabla G a continuacion).

A continuacién sigue un bloque repetido de cuatro
nucledsidos, tres nucledsidos no biciclicos seguido
nucledsido biciclico y este bloque de cuatro nucled
aparece un total de tres veces (Columna ‘2’enla T
continuacion).

En cada anti-miR-21 activo los dos nucleosidos del
extremo 3’ son nucledsidos no biciclicos (Columna *

Tabla G a continuacion).
Tabla G: Estructura de patrén de nucledsido

PCT/US2012/ 034880

elé que
cada

aria en

S por un
sidos
abla G a

T enla

Region R 1 2

N

Tipo de

nucledésido

Longitud
dela4

NE-N &N N B

(N ANLN
NP) 5

NN 4

Este patron de nucledsidos se representa mediante |

siguiente formula |, en el sentido 5’ a 3’:
(R) xNB-NENENBE(N TNENENEB) 3- N N?
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en donde cada R es un nucledsido no biciclico; X es deOa
4
cada N B es un nucledsido biciclico;
cada N Qes un nucledsido no biciclico; y
cada N “ es un nucleésido modificado.

Esta férmula abarca cada uno de los patrones de

nucledsidos de los compuestos anti-miR-21 activos 2 5068,
25070, 25072, 25082, 25922, 25923 y 25924, lo que d emuestra
que el patrén de nucledsidos | proporciona una acti vidad

anti-miR activa, permitiendo una flexibilidad en la

eleccion del nucleésido biciclico, nucledsido no bi ciclico
y nucledsido modificado. Por consiguiente, en la pr esente
se proporcionan composiciones que comprenden
oligonucledtidos modificados que tienen complementa riedad

de nucleobase con miR-21 y un patron de nucledsidos
descrito por la férmula I.
Para determinar la relacidbn entre los patrones de
nucledsidos que confieren la actividad a los compue stos
anti-miR-21 activos que tienen wuna longitud de 19

nucledsidos ligados, se compar6 la disposicion de

nucledsidos modificados y no modificados en todos | 0s
compuestos altamente activos, que se muestran en la Tabla
H. Para ilustrar la disposicion similar de determin ados
nucledsidos, los compuestos se muestran nuevamente en la
Tabla I.
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Tabla H: Compuestos anti-miR-21 activos

PCT/US2012/ 034880

Fila Secuencia y quimica (5’ a 3’)
correspondiente Compuesto SEQID
en Tabla | No. Ne:
5 1 25070 A eCATGAGTGTGAUYAAGGTAE 3
3 25922 A ECAT™CAGTCsTGATAAGCsTA: 3
4 25923 A eCAATGAGTGTGAUAAGGTAs 3
5 25924 A "CAT™CAGTCsTGATAAG CsTAs 3
2 25072 A eCAETECAEGETECSTEGEAEUSAEAEGECS TEAE 3
10
Tabla I: Alineacion de nucledsidos de compuestos an ti-miR-21 activos que se muestran en la
Tabla H
Nucleobase y resto de azlcar
15 11A|GC AT s A GTGs T GAUSIAIAG T Cs [T Ace
2 A |G |AE|Te|G Ae|G|Te|G [Te| GA|Us | A A |G| G [Te|AE
3|Ae MG |A T |[MCG|A |G [T M| TIGIA Us|IAIA G G | T |AE
4 A1 GC AT s A GT s T GAUSIAIAGT Cs [T As

20
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La comparacion de la disposicion de nucledsidos

modificados y no modificados (Tabla | anterior) rev eld
determinados patrones de nucledsidos que eran comun es a
cada compuesto anti-miR-21 altamente activo que tie ne una
longitud de 19 nucleésidos ligados.

Por ejemplo, una comparacion de las estructuras en el
extremo 5de cada compuesto reveld6 un nucleésido
modificado, que no es un nucledsido biciclico (Colu mna ‘N M
en la Tabla J a continuacion). Las siguiente region tiene
un nucledsido biciclico, seguido por dos nucledsido S no
biciclicos, seguido por un nucleésido biciclico (Co lumna
‘1’ en la Tabla J a continuacion).

A continuaciéon sigue un bloque repetido de cuatro
nucledsidos, tres nucledsidos no biciclicos seguido S por un
nucleésido biciclico y este blogque de cuatro nucleé sidos
aparece un total de tres veces (Columna ‘2’enla T ablaJa
continuacion).

En cada anti-miR-21 activo el nucleodsido siguiente al
altimo en el extremo 3’ es un nucledsido no modific ado
(Columna ‘N’ en la Tabla J a continuacién). El nucl eosido
en el extremo 3’, que es complementario a la nucleo base en
la posicion 1 de miR-21, es un nucledsido modificad 0
(Columna ‘N # en la Tabla J a continuacion).

Tabla J: Similitudes de patrén de nucledsido
Region NV 1 2 N N “
Tio ée N NE-NENZENB [ (N SNENNB) 3 INQ| N
nucleosido
Este patron de nucledsidos se representa mediante | a

siguiente formula Il, en el sentido 5’ a 3

156



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952
NUNE-NENENBE(N SNLNEINB) 3-NEN

en donde N M es un nucleésido modificado que no es un

nucledsido biciclico;

cada N B es un nucleosido biciclico;
cada N “es un nucleésido no biciclico; y
N es un nucledsido modificado.

Los datos proporcionados en la presente demuestran
este patron de nucledsidos confiere actividad a un
anti-miR-21 y ademas que la actividad del compuesto
mantiene con una variedad de nucledsidos modificado
consiguiente, en la presente se proporcionan compos
que comprenden un oligonucleétido modificado que ti
secuencia de nucleobase complementaria a miR-21 y u
de nucledsidos de formula Il

Se llevaron a cabo andlisis similares con el grupo
compuestos anti-miR-21 que incluye 25211 y 25220.
resultado de los analisis precedentes, se estableci
formulas Ill a V.

Ejemplo 2: Inhibicibn de miR-21 en un modelo de fib
renal

La obstruccion uretral unilateral (UUO) es un model
experimental establecido de lesion renal que conduc
fibrosis intersticial y, por consiguiente, se usa c
modelo experimental que refleja la enfermedad renal
La UUO se induce ligando quirdrgicamente un unico u
Dado que la fibrosis se caracteriza por un aumento
colageno, la presencia y extensién de la fibrosis r
pueden determinarse midiendo el contenido de colage
miden el colageno 1A1 (Col 1A1) y el colageno 3A1 (

para evaluar el contenido de colageno. La fibrosis

PCT/US2012/ 034880
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puede visualizarse tiflendo muestras de tejido con r
picrosirius para detectar los aumentos en el conten
colageno. La fibrosis renal también puede observars

midiendo la cantidad de hidroxiprolina, que es un
componente fundamental del coladgeno, en una muestra

Los compuestos anti-miR-21 que contienen cEt que se
descubrié que eran activos en el ensayo de lucifera
sometieron a prueba en el modelo UUO de fibrosis re
25919 que comprende las modificaciones 2'-MOE y 2'-
es conocido por inhibir la actividad de miR-21 in v
incluyé como testigo positivo. Se trataron grupos d
animales de la siguiente forma: UUO solo, UUO con P
dia del

procedimiento de UUO, se administraron PBS o0 compue

con compuesto anti-miR-21. Con respecto al
anti-miR-21 los dias -3, -1 y +5. Los compuestos an
21 se administraron a una dosis de 20 mg/kg. Dado q
administraron antes del

compuestos anti-miR se

procedimiento UUO, este régimen de dosificacion se
considera un tratamiento profilactico. El dia 11, |
animales se sacrificaron y el rifidn se aislé para m

expresion de coldgeno. La expresion de colageno se
mediante PCR en tiempo real y se normalizé primero
respecto a GAPDH y luego con respecto a animales te

de simulacion. La expresion del colageno 1A1y el c

3A1 se muestran en la Tabla K a continuacion.

Tabla K: Varios compuestos anti-miR-21 reducen la e

de colageno en el modelo UUO

PCT/US2012/ 034880
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Grupo de No. de Colégen(?'lAl | Colégen(?'BAl |
rratamiento animal (expresion Media | (expresion Media
normalizada) normalizada)
1 0.5 0.5
2 0.9 0.9
3 1.1 1.1
Simulacion ‘ 05 0.9 06 1.3
5 0.7 0.7
6 0.7 0.9
7 1.3 4.1
8 1.6 15
1 96.9 52.5
2 108.4 67.0
3 115.0 78.6
UUO-PBS : 1020 114.9 o0 87.2
5 103.1 88.4
6 144.5 117.4
7 134.3 103.4
8 115.0 99.3
1 84.7 64.8
2 75.1 56.2
3 85.5 47.4
UUO-25068 4 89.1 96.4 76.2 60.6
5 90.4 57.0
6 125.8 63.0
7 124.4 59.6
1 67.7 36.4
UUO-25070 2 97.7 81.0 75.6 55.5
3 88.8 47.3
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4 95.9 55.5
5 71.4 63.3
6 445 28.5
7 73.0 64.2
8 109.4 72.9
1 96.2 69.4
2 85.7 54.5
3 127.4 58.8
UUO-25072 4 100.0 113.8 69.2 65.5
5 159.2 93.8
6 1205 65.8
7 108.0 46.9
1 122.2 62.9
2 188.3 78.9
3 1025 82.2
UUO-25082 ‘ 016 91.7 438 59.1
5 40.6 32.6
6 44.1 34.3
7 73.8 75.8
8 94.7 62.5
1 150.2 67.1
2 54.2 33.9
3 84.6 87.6
UUO-25919 : or 86.6 473 56.9
5 78.7 67.7
6 62.2 46.7
7 89.2 47.0
8 106.2 57.8
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Este estudio se repiti6 2 a 3 veces con cada uno de

PCT/US2012/ 034880

los grupos de tratamiento mencionados anteriormente . Un
meta analisis de los estudios revel6 que el tratami ento con
25070 exhibié la mayor potencia, juzgada por la exp resion
de colageno, resultando en una inhibicion del 40% d el
colageno 1Al y una inhibicién del 30% del colageno 3A1L.
25068 también fue activo en la reduccion de la expr esion
del colageno, pero en menor medida que 25070. 25072 y
25082, aunque fueron inhibidores activos de miR-21 en las
pruebas in vitro descritas en la presente, no demos traron
una reduccion consistente en la expresion de colage no.
El estudio UUO se repitidé para confirmar la activid ad
de 25070. El anti-miR-21 se administré subcutaneame nte a
una dosis de 20 mg/kg. Los resultados en la Tabla L a
continuacion confirman que 25070 es un inhibidor po tente de
la expresion del colageno 1Al y el colageno 3A1.
Tabla L: Administracion profilactica de 25070 reduc en la
expresion de colageno en el modelo UUO
Colageno 1A1 Colageno 3A1
Tratamiento Animal (expresion Media | (expresion Media
normalizada) normalizada)
1 1.0 0.7
Simulacién ° 3 1.0 08 1.3
3 1.0 2.9
4 0.8 0.6
1 102.7 64.5
2 76.3 61.9
UUO-PBS 3 76.5 74.3 79.5 58.8
4 53.4 61.3
5 88.8 44.8
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6 70.7 44.4

7 58.8 53.3

8 67.4 60.6

1 13.9 34.9

2 9.2 47.4

3 32.3 25.3
UUO-25070 4 57.2 38.0

20 mg/kg SC 5 47.6 302 47.9 e

6 26.1 54.3

7 35.0 56.1

8 20.4 35.2

La comparacion de los estudios UUO revel6 que 25070 es
un inhibidor altamente potente de la expresion de ¢ olageno
en el modelo UUO, por consiguiente, 25070 es un age nte
terapéutico candidato para el tratamiento de la fib rosis,
incluida la fibrosis renal.

Ejemplo 3: Comparacion de anti-miR-21 con un bloque ador del
receptor de angiotensina

El bloqueador del receptor de angiotensina irbesart an
ha demostrado bloquear Ila formacion de fibrosis
tubulointersticial en un modelo de lesion renal cro nica
caracterizado por fibrosis. Los efectos de 25070 se
compararon con irbesartan en el modelo UUO de fibro Sis.

Los grupos de tratamiento testigos incluian UUO sol 0
(simulacion) y UUO con PBS administrado subcutaneam ente. Un
grupo testigo adicional incluia UUO con portador Tw een-
MC/20 peroralmente. 25070 administrado subcutaneame nte a
una dosis de 20 mg/kg 5 dias antes, 2 dias antes y 3 dias

después del procedimiento de UUO. El

irbesartan se
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administré6 peroralmente diariamente los dias 0 a 7 luego
del procedimiento de UUO. Los animales se sacrific aron el
Dia 10 luego del procedimiento de UUO. Se recogio t ejido
del rifidn para medir la expresion del colageno 1Al y el
colageno 3Al. Los resultados se muestran en la Tabl aMa
continuacion e ilustran un reduccion estadisticamen te
significativa (p < .05 mediante ANOVA de una via) e n la
expresion de Col1Al en los animales tratados con 25 070, con
respecto a los animales tratados con solucién salin a. El
irbesartan no proporcion6 una reduccion estadistica mente
significativa en la expresion de CollAl. El irbesar tan y
25070 produjeron reducciones estadisticamente
significativas en la expresion de Col3al, producien do el
25070 una reduccion mayor en comparacion con el irb esartan.
Tabla M: 25070 reduce la expresion del colageno en mayor

medida que irbesartan en el modelo de UUO

No. d Coladgeno 1A1 Colageno 3A1
0. de
Grupo . (expresion Media | (expresion Media
animal ) _
normalizada) normalizada)
1 1.1 0.9
. _ 2 0.8 0.6
Simulacion 1.0 1.1
3 0.9 1.6
4 14 11
1 112.5 92.1
2 167.2 97.9
3 179.0 85.6
UUO-PBS
4 93.1 129.6 95.5 93.2
(s.c.)
5 151.7 66.3
6 87.1 71.3
7 117.5 142.4
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8 129.1 94.9
1 87.5 38.6
2 67.4 56.9
3 22.2 77.2
UUO+25070
4 61.9 50.7
(20 mg/kg 64.2 53.7
5 42.0 76.4
s.c.)
6 69.2 49.7
7 68.4 44.3
8 95.2 35.9
1 272.9 248.0
2 127.9 180.4
UuUO- 3 108.4 142.8
vehiculo 4 101.1 57.1
150.2 132.4
Tween/MC 5 125.0 108.5
(PO) 6 304.2 186.2
7 119.9 88.6
8 42.4 47.5
1 125.4 65.5
(sin
2 86.7
muestra)
UuUO- 3 106.6 63.8
Irbesartan 4 110.7 117.8 63.2 73.2
(PO) 5 198.3 50.8
6 92.2 63.6
7 118.1 82.8
8 104.1 122.5
Un indicador adicional de la fibrosis es el porcent aje
de tejido renal que exhibe la expresién de colageno luego
del procedimiento de UUO. Por lo tanto, también se recogio
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tejido renal para analisis histolégico, para evalua rla
fraccion de tejido renal que exhibe expresion de co lageno

aumentada; los resultados estan en la Tabla N a

continuacion. La ‘fraccion de area de colageno’ se mide
histologicamente a través de procesamiento de image nes
cuantitativo del area del tejido renal que se manch a con
rojo mediante rojo picrosirius; el porcentaje detec tado
como rojo se normaliza por el area de seccion del r ifon.

Dado que las secciones de tejido se analizaron de m odo
ciego, aunque las muestras en las Tablas M y N son del
mismo estudio, la numeracion de las muestras en la Tabla N

a continuacion no corresponde necesariamente a la
numeracion de las muestras en la Tabla M anterior.
Tabla N: 25070 reduce la expresion del colageno en mayor

medida que irbesartan en el modelo de UUO

(no tiene Fraccion
Grupo los mismo de area de Media
nameros que colageno
en PCR) (%)
1.419
1.178
1.615
1.675
12.988
17.691
12.55
9.99 111
8.828
9.394

9.491

Simulacién 15

UUO-PBS
(s.c.)

N o gl & ow| N R A W N e
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7.49

UuUO0+25070
(20 mg/kg

s.c.)

7.632

9.937

8.015

6.611

6.319

11.272

6.803

7.405

8.0

UuUO-
vehiculo
Tween/MC

(PO)

10.587

8.499

11.339

3.244

2.954

8.748

9.5

9.29

8.0

UuoO-
| rbesartan
(PO)

6.105

7.481

15.877

7.914

6.614

5.706

7.798

Q0 N| O O B W N | 0O N O O B W N | 00 N O O &~ W N | ©©

6.154

8.0

Estos resultados demuestran que la inhibicion de mi

21 con 25070 inhibe la expresion de colageno con ma

actividad que irbesartdn, confirmando adicionalment

yor
e que
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25070 es un agente candidato para el tratamiento,

prevencion y/o mejora de la fibrosis.
Ejemplo 4: Inhibicion de miR-21 en un modelo de les
isquemia/reperfusion

Se crea un modelo de lesién por isquemia reperfusiod
(IRI) en el raton a través de pinzado unilateral o
bilateral de las arterias renales, que conduce a da
tubular, inflamacién y fibrosis. La insuficiencia r
puede producirse temprano (<5 dias) o tarde (>7 dia
este modelo, siendo los primeros puntos de tiempo U
para probar agentes candidatos para el tratamiento
lesion renal aguda y los Ultimos puntos de tiempo U
para el modelo de fibrosis crénica.

Se sometieron a prueba los compuestos anti-miR-21
el modelo de IRI unilateral. La IRI unilateral se i
durante un periodo de 30 minutos. Los grupos de tra
fueron los siguientes: procedimiento IRI simulado;
PBS administrado subcutaneamente; IRl con compuesto
miR-21 25070 administrado intraperitonealmente a un
de 20 mg/kg; el anti-miR-21 25919 modificado con 2’
fluoro/2’-MOE administrado intraperitonealmente a u
de 20 mg/kg; y un anti-miR-21 modificado con 2’-fl
MOE malemparejado (que tiene tres malemparejamiento
respecto a la secuencia de miR-21) 25319 administra
intraperitonealmente a una dosis de 20 mg/kg. PBS o
compuesto anti-miR se administraron los dias 5, 6 y
de la IRl y los animales se sacrificaron 14 dias de
la IRI. Dado que el compuesto anti-miR se administr
después de la lesion en el riibn o después, cuando

fibrosis ya se ha produciendo en alguna medida, est

PCT/US2012/ 034880

ion por

o
enal
S) en
tiles
de la

tiles

en
ndujo
tamiento
IRl con
anti-

a dosis

na dosis
uoro/2’-
S con
do
el
7 luego
spués de
a 5 dias
la

e
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régimen de tratamiento se considera un régimen tera péutico
en lugar de un régimen profilactico.
Se recogio tejido renal para analisis de la expresi on
de colageno 1Al y colageno 3A1 (se muestra en la Ta bla O) y
la fraccion de area del colageno (se muestra en la Tabla
P). La "fraccién de area de colageno” se analizé de modo
ciego, aunque las muestras en las Tablas O y P son del
mismo estudio, la numeracion de las muestras en la Tabla O
no corresponde necesariamente a la numeracion de la S
muestras en la Tabla P. Un error de procesamiento d e
muestra evitd el andlisis de la fraccion de éarea de
colageno para el tratamiento con el testigo anti-mi R-21
malemparejado, por consiguiente, los resultados en este
grupo de tratamiento se presentan solo para la expr esion
del coldgeno 1Al y el colageno 3A1. En este estudio , 25070
produjo una reduccion estadisticamente significativ aenla
fraccion de area del colageno.
Tabla O: 25070 reduce la expresion de colageno en e | modelo
IRI con dosificacion los dias 5,6y 7
Colageno 1A1 Colageno 3A1
Grupo NO_' de (expresion Media | (expresion Media
animal
normalizada) normalizada)

1 2.1 2.6

2 1.1 1.0

3 0.7 0.7

Simulacion : 07 1.1 07 1.1

5 1.0 0.7

6 0.7 0.9

7 0.9 1.0

8 1.3 1.3
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1 83.5 64.9
2 34.8 29.4
3 79.0 61.9
IRI-PBS 4 745 85.1 46.6 63.9
5 102.3 61.9
6 128.6 99.5
7 92.9 82.8
1 155.8 1195
2 181.2 209.9
BRI 25319 3 33.4 29.0
V) 4 34.7 92.3 18.9 79.3
5 81.8 74.7
6 90.4 50.1
7 68.5 53.1
1 108.7 87.5
2 103.9 72.3
3 29.5 14.3
IRI-25919 ‘ %58 72.0 1044 59.9
5 355 27.1
6 42.2 34.9
7 64.1 56.1
8 96.4 82.8
1 81.7 57.8
2 57.4 18.1
3 37.9 39.3
IRI-25070 4 55.3 50.2 36.0 34.2
5 22.3 20.6
6 52.4 38.6
7 53.0 33.4

169



10

15

20

25

30

WO02012/ 148952
‘8

41.5

PCT/US2012/ 034880

‘ 29.7

Tabla P: 25070 reduce la fraccion de area de colage

modelo IRI con dosificacion los dias 5,6y 7

no en el

Grupo

Animal (no

el mismo
gue en la
PCR)

Fraccion de
area de
coldgeno
(No.)

Media

Simulacién

1

1.398

1.406

2.88

1.782

1.119

2.11

1.552

1.795

1.8

IRI-PBS

12.181

16.352

14.818

17.089

14.552

16.92

13.629

15.1

IRI-25919

7.093

8.254

8.095

8.559

8.681

6.31

N O O B W N R N O O B W N R O N O OB WD

8.416

8.2
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9.905

10.266
11.772
10.267
8.404
7.862
6.975
8.381
13.773

IRI-25070

0 N O O B W DN |

9.7

Un estudio similar se llevd a cabo con los mismos

grupos de tratamiento y dias adicionales de tratami

este  estudio, los tratamientos se  administraron
intraperitonealmente los dias 5, 6, 7, 14 y 21 lueg
procedimiento de IRI. Los animales se sacrificaron

27 y se recogio tejido de los rifiones para el anali

la expresion del colageno 1Al y el colageno 3A1, as

la fraccion de area del colageno. La "fraccion de a
colageno" se analiz6 de modo ciego, aunque las mues

las Tablas Q y R son del mismo estudio, la numeraci

las muestras en la Tabla Q no corresponde necesaria

la numeracion de las muestras en la Tabla R. En est
estudio, 25070 produjo una reduccion estadisticamen

significativa en la fraccion de area del colageno.

ento. En

o del
el Dia
sis de
i como
rea de

tras en
on de
mente a
e

te
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Tabla Q: 25070 reduce la expresiéon de colageno en e | modelo
IRI con dosificacién los dias 5, 6, 7, 14y 21

No. d Colageno 1A1 Colageno 3A1
0. de
Grupo _ (expresion Media (expresion Media
animal . .
normalizada) normalizada)
1 1.0 1.0
2 15 1.6
3 0.8 0.8
4 1.1 0.8
Simulacion 1.0 1.0
5 1.1 11
6 0.8 0.9
7 0.8 0.8
8 1.2 1.2
1 44.8 33.4
2 38.7 27.3
3 4.7 5.3
IRI-PBS 4 44.3 47.1 28.3 29.8
5 26.7 22.4
6 55.6 32.6
7 115.2 59.2
1 53.8 31.7
2 71.3 33.9
3 72.1 40.4
IRI-25319
4 69.2 69.9 54.2 44.2
(MM)
5 46.2 25.1
6 103.0 56.0
7 73.8 68.0
1 75.5 40.2
IRI-25919 48.3 34.9
2 50.4 43.1
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3 49.2 34.5
4 43.2 35.7
5 41.7 41.1
6 53.6 36.9
7 44.8 24.5
8 28.0 22.9
1 26.4 16.4
2 37.4 27.0
3 41.9 28.5
IRI-25070 : 308 31.4 196 20.8
5 14.1 11.3
6 27.7 19.3
7 29.4 21.4
8 37.6 23.1
Tabla R: 25070 reduce la fraccion de area de colage no en el
modelo IRI con dosificacion los dias 5, 6, 7, 14y 21
Animal (no Fraccion de
Grupo el mismo que area de Media
en la PCR) coldgeno (No.)
1 1.195
2 1.917
3 1.287
Simulacién ‘ 1989 15
5 1.635
6 1.391
7 1.953
8 1.127
IRI-PBS 1 15.431 152
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12.856

14.459

19.81

13.981

16.528

IRI-25319
(MM)

10.804

11.548

10.614

12.149

13.5

21.52

14.214

13.917

13

IRI-25919

11.882

9.755

9.506

12.654

12.8

20.319

11.551

12.224

14.468

IRI-25070

7.354

9.241

9.589

11.573

10.1

8.182

10.695

N O O B W N | 0O N O O B W N | O N O O B W NN O O BWDN

13.978
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Estos estudios demuestran una reduccion
contenido de colageno luego de la inhibicion de miR

un modelo de lesion renal aguda. Por consiguiente,
compuesto anti-miR-21 25070 es un agente terapéutic
el tratamiento de la lesion renal aguda. Por ejempl
prevencion o el retraso del inicio de la fibrosis |

la lesion renal aguda puede prevenir o retrasar el

de la enfermedad renal cronica.

flexibilidad de
25070,

actividad del compuesto en el estudio de 14 dias an

evaluar la
anti-miR-21

A efectos de
administracion del compuesto
donde anti-miR-21 se administré los dias 3,5y 7 |
procedimiento de IRI, con un estudio de 14 dias dif
donde el anti-miR-21 se administr6 intraperitonealm
dias 3, 5y 7 luego del procedimiento de IRI. Los d
la Tabla S demuestran que se observo una inhibicién
de la expresion del colageno en ambos estudios, ind
que el esquema de dosificacibn puede ser flexible.
cambio en la expresion del colageno 1Al o el colage
con respecto a los animales con simulacién se muest
Tabla S e
significativa de la expresién del colageno con cual

ilustra la reduccion

esquema de dosificacion.

en el

-21 en

el

0 para
o, la
uego de

inicio

la
la
terior,
uego del
erente
ente los
atos en
similar
icando
El
no 3A1,

raenla
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Tabla S: 25070 disminuye la expresion de coldgeno e n el
modelo IRI con dosificacion los dias 3,5y 7
Colageno 1A1 Colageno 3A1
No. de y ) y )
Grupo ) (expresion Media | (expresion Media
animal ) )
normalizada) normalizada)
1 0.9 0.9
2 1.3 1.2
Simulacién 1.0 1.0
3 1.2 1.2
4 0.7 0.8
1 30.3 35.0
2 30.9 29.2
3 33.6 29.3
4 50.7 52.4
5 27.7 25.9
6 28.1 33.5
IRI-PBS 37.6 39.6
7 20.9 23.5
8 34.0 40.0
9 34.3 33.2
10 45.1 51.5
11 66.9 75.0
12 48.4 46.9
1 37.5 35.3
2 21.9 23.6
3 35.3 32.1
25070
4 26.0 25.1
(Dia 3, 5, 27.2 27.9
5 24.9 31.3
7)
6 16.8 18.6
7 30.8 30.3
8 34.3 37.6
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9 36.8 40.0
10 9.4 9.5
11 28.0 23.2
12 24.6 28.7
1 21.7 24.9
2 22.8 26.3
3 15.8 13.6
4 27.6 25.4
5 27.1 32.7
25070
(Dia 5, 6, ° 293 24.5 299 26.2
7 7 10.8 9.7
8 21.5 22.2
9 29.9 33.2
10 35.0 35.4
11 28.3 32.3
12 24.2 28.9
Ejemplo 5: Inhibicion de miR-21 en un modelo de les ion por
isquemia reperfusion / nefrectomia
Se <crea un modelo de lesibn por isquemia
reperfusion/nefrectomia (IR/Nx) en el raton a travé s de
pinzado unilateral temporal de una arteria en un ri fidn, lo
que conduce a dafio tubular, inflamacion y fibrosis, seguido
por la extirpacion del segundo rifion en un punto de tiempo
posterior. En este modelo, la fase de insuficienci a renal
aguda es util para evaluar agentes candidatos para el
tratamiento de la lesiobn renal aguda (es decir, has ta
aproximadamente los primeros 5 dias) y las ultimas fases de

la insuficiencia renal son utiles para el modelo de
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fibrosis cronica (es decir, después de aproximadame nte los

primeros 5 dias).

Se sometieron a prueba los compuestos anti-miR-21 e n
el modelo de IR/Nx. 25109, un malemparejamiento en 6 bases
con respecto a miR-21, se usO como compuesto testig 0
(AEASATGTGTGTCAUYAATAAAE, donde los nucledsidos que no
estan seguidos por un subindice indican B-

desoxinucleésidos; los nucledsidos seguidos por un

subindice “E” indican nucledsidos 2'-MOE; los nucle osidos
seguidos por un subindice “S” indican nucledsidos S -CEt; y
todos los enlaces internucledsido son enlaces

internucleosido fosforotioato).

La IR unilateral se indujo durante un periodo de 30
minutos. Los grupos de tratamiento fueron los sigui entes:
procedimiento IR simulado; IR con PBS administrado
subcutdneamente; IR con testigo malemparejado 25109

administrado subcutdneamente a una dosis de 20 mg/k g; IR
con compuesto anti-miR-21 25070 administrado
subcutaneamente a una dosis de 20 mg/kg; e IR con u n
compuesto anti-miR-21 25923 administrado subcutanea mente
a una dosis de 20 mg/kg. PBS o anti-miR se adminis traron
los dias 2, 3, 4 y 8 luego de IR. EIl dia 8, el riii on
sano se retir6 mediante nefrectomia de cada animal y los

animales se sacrificaron el dia 9. Justo antes del

sacrificio, se recogié orina mediante puncién direc ta de
la vejiga.

Se midié la relacion entre la albumina en la orina y
la creatinina en la orina de cada ratén. Los resul tados de
dicho experimento se muestran en la Figura 1. En e ste

estudio, 25070 y 25923 produjeron reducciones
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estadisticamente significativas en la relacion entr e la
albumina en la orina y la creatinina. La media geo métrica
de la relacién entre la albumina y la creatinina en cada
grupo de ratones fue 16 ugAlb/mgCr  (testigo solo
nefrectomia), 127 ugAlb/mgCr (testigo IR/Nx, PBS), 140
ugAlb/mgCr (testigo IR/Nx, 25109), 40 ugAlb/mgCr (IR/NX,
25070) y 31 ugAlb/mgCr (IR/Nx, 25923). Los niveles de

nitrdgeno ureico en sangre y creatinina en suero fu eron
similares en todos los ratones IR/Nx y fueron eleva dos con
respecto a los ratones testigo solo con nefrectomia (no se

muestran los datos).
Ejemplo 6: Sobrevida de los ratones del modelo IR/N x luego
de la administracion de los compuestos anti-miR-21

Se determind la tasa de sobrevida de los ratones de |

modelo IR/Nx dos dias después de la nefrectomia en seis
experimentos diferentes para determinar si la
administracion de los compuestos anti-miR-21 aument aba la
sobrevida. En los primeros tres experimentos, se
administré6 el compuesto anti-miR-21 los dias 5, 6 vy 7

después de la lesibn por isquemia reperfusién y la

nefrectomia se produjo el dia 10 o el dia 11. En | 0s
segundos tres experimentos, se administr6 el compue sto
anti-miR-21 los dias 2, 3 y 4 y la nefrectomia se p rodujo
el dia 7. Las tasas de sobrevida de los ratones IR /NX en

cada experimento se muestran en la Tabla T.
Tabla T: 25070 aumenta la tasa de sobrevida de rato nes
IR/Nx dos dias después de la nefrectomia.

Estudio Dia de Nx Tasa de sobrevida 2 dias dosis de
después de Nx 25070
PBS 25070
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1 Dia 10 58.3% 91.7% 30 mg/kg
2 Dia 11 50% 83.3% 30 |mg/kg
3 Dia 10 50% 66.6% 20 mg/kg
Resumen (dia 10/11 55% (20/36)  80% (29/36)
NX)
4 Dia 7 41.7% 75% 20 mg/kg
5 Dia 7 50% 66.7% 20 |mg/kg
6 Dia 7 66.7% 66.7% 20 mg/kg
Resumen (dia 7 Nx)  52% (19/36)  69% (25/36)

En los primeros tres experimentos, en los que la
nefrectomia se produjo el dia 10 o el dia 11, la ta
sobrevida de los ratones tratados con PBS fue de 55
mientras que la tasa de sobrevida de los ratones tr
con 25070 fue 80% (

Fisher's Exact Test).

P=0.02 usando una prueba de 1
En los segundos tres experim

en los que la nefrectomia se produjo el dia 7, la t

sobrevida de los ratones tratados con PBS fue de 52
mientras que la tasa de sobrevida de los ratones tr

con 25070 fue 69% (
Fisher's Exact Test).

P=0.11 usando una prueba de 1

Ejemplo 7: Disefio de compuestos anti-miR-21 adicion

Luego de la administracién del compuesto 25070 a lo
ratones, se descubrié que aproximadamente 50% del c
presente en el tejido renal carece del nucledsido e
extremo 3'mediante posinyeccion 7 dias. Se evaluo
estabilidad de 25070 y 25923 en un ensayo de homoge
higado ex vivo En este ensayo, se incubaron 5
oligonucleétido en homogenato de higado (50 mg de t

ml) durante 24 horas a 37 °C. Luego de la incubacié

sa de
%,
atados
lado
entos,
asa de
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atados

lado
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S
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n el
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nato de
uM de
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n, se
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extrajo el oligonucleétido mediante Extraccion Liqu
Liqguido (LLE) y posteriormente Extraccion Solido-Sé
(SPE). Las longitudes y cantidades de oligonucleoti
midieron mediante cromatografia liquida de alto ren
espectrometria de masas en tiempo de vuelo (HPLC-TO
actividad de nucleasa en el homogenato de tejido he
confirmé usando los oligonucledtidos de referencia,
incluian un compuesto con resistencia conocida a la

de nucleasa, un compuesto susceptible a la activida
exonucleasa y un compuesto susceptible a la activid
endonucleasa. Un compuesto estandar interno se uso6
testigo para la eficacia de la extraccion. En este
aproximadamente 58% del compuesto 25070 esta presen
compuesto de longitud completa y aproximadamente 27

compuesto 25070 carece del nucledsido del extremo 3

Aproximadamente 68% del compuesto 25923 esta presen
compuesto de longitud completa y aproximadamente 18
compuesto carece del nucledsido del extremo 3'.

Se diseflaron compuestos adicionales y estos compues
se sometieron a prueba para determinar la estabilid
vivo e in vivo
describié anteriormente. Para la evaluacion
administraron los compuestos a ratones, se aislé el
renal y la extraccion y deteccion del compuesto se
cabo tal como en el ensayo
estructuras para los compuestos 25923, 25220 y 2522
resultados de las mediciones de estabilidad.
Tabla U: Estabilidad de 25923, 25220 y 25221

Vi VO

El ex vivo se llevd a cabo como se

PCT/US2012/ 034880
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lido
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in vivo , se
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ex vivo . La Tabla U muestra las

1, los

ex vivoe in

Compuesto |Estructura ex vivo

in vivo
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(higado) (rifidn)

Z 5 s |[Z z
25923 A eCATGAGTGTGAWAAGGTAs 17 | 13 [2-3 | 5843 [14+5
25220 A eCATGAGTGUsGAUAAGGUsSA: | 3 |0 |3 67+16 1616
25221 A eECATGAGTGTGAWAAGGUSAs 3 |0 B 76x4 4#1

Los compuestos 25220 y 25221, asi como 25923, se
evaluaron en el modelo UUO para determinar sus efec tos en
la fibrosis. Grupos de 8 animales se trataron de la
siguiente forma: cirugia simulada, UUO con PBS, UUO con
25220, UUO con 25221 o UUO con 25923. Con respecto al dia
del procedimiento de UUO, se administraron PBS o co mpuesto
anti-miR-21 los dias -5, -3 y +3. Los compuestos an ti-miR-
21 se administraron a una dosis de 20 mg/kg. Dado g ue los
compuestos anti-miR se administraron antes del
procedimiento UUO, este régimen de dosificacion se
considera un tratamiento profilactico. El dia 10, | 0s
animales se sacrificaron y el rifidn se aislé para m ediar la
expresion de colageno. La expresion de colageno se midio
mediante PCR en tiempo real y se normalizé con resp ecto a
GAPDH.

Los resultados de dicho experimento se muestran en la
Figura 2. La expresion del colageno 1Al y el colag eno 3A1
se muestran en la Figura 2A y 2B, respectivamente. La
administracion del compuesto 25220 o 25221 redujo | a
expresion del coldgeno 1Al1 y el colageno 3Al1 en una
cantidad estadisticamente significativa (* = p < 0. 05; ** =
p <0.01; ** = p < 0.001), tal como la administrac ion del

compuesto 25923.
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Varias modificaciones de la invencion, ademas de la s
descritas en la presente, seran evidentes para los expertos

en la técnica a partir de la descripcidon precedente

También se pretende que dichas modificaciones entre n dentro
del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Cada

referencia (incluidos, a modo no taxativo, articulo S
periodisticos, patentes de los EE. UU. y no de los EE. UU.,
publicaciones de solicitudes de patente, publicacio nes de
solicitudes de patentes internacionales, nimeros de acceso

a GENBANK® vy similares) mencionados en la presente
solicitud se incorporan especificamente a la presen te a
modo de referencia en su totalidad.

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para lleva rala
practica la citada invencién, es el que resulta cla ro de la

presente descripcion de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito la invencion como antecede, se
reclama como propiedad lo contenido en las siguient es

reivindicaciones:

1. Un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consiste en 8 a 22 nucledsidos ligad 0s, en
donde la secuencia de nucleobase del oligonucleotid o]
modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1 )y en
donde el oligonucleétido modificado comprende al me nos 8
nucledsidos contiguos del siguiente patrén de nucle osidos |

en el sentido 5’ a 3"

(R) x-NE-NANENE(N ANUNUNB) 5-N&N*

en donde cada R es, independientemente, un nucledési do no
biciclico; X es de 1 a 4;

cada N B es, independientemente, un nucledsido biciclico;

cada N Qes, independientemente, un nucleésido no biciclico ;

y
cada N “ es, independientemente, un nucledsido modificado.

2. Un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consiste en 8 a 19 nucledsidos ligad 0s, en
donde la secuencia de nucleobase del oligonucleotid o]
modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1 )y en
donde el oligonucle6tido modificado comprende al me nos 8
nucledsidos contiguos del siguiente patrén de nucle osidos

Il en el sentido 5’ a 3’:

NUNENENUNE-(N CNENENEB) 3-NEN*

en donde N M es, independientemente, un nucledsido
modificado que no es un nucleésido biciclico;

cada N B es, independientemente, un nucledsido biciclico;
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cada N Qes, independientemente, un nucleésido no biciclico ;

y
N es, independientemente, un nucleésido modificado.

3. Un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consiste en 8 a 19 nucledsidos ligad 0s, en
donde la secuencia de nucleobase del oligonucleotid o]
modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1 )y en
donde el oligonucleétido modificado comprende al me nos 8
nucledsidos contiguos del siguiente patron de nucle osidos

[ll en el sentido 5" a 3’:

(R) x-NE-NANENE(N ENUNUNB) 5-NY-N*

en donde cada R es un nucleésido no biciclico; X es dela
4,

cada N B es un nucledsido biciclico;

cada N 2es un nucledsido no biciclico;

N" es un nucleésido modificado o un nucledsido no

modificado; y

cada N “ es un nucleésido modificado.

4. Un compuesto que comprende un oligonucleétido
modificado que consiste en 8 a 19 nucledsidos ligad 0s, en
donde la secuencia de nucleobase del oligonucleotid o]
modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1 )y en
donde el oligonucle6tido modificado comprende al me nos 8
nucledsidos contiguos del siguiente patrén de nucle osidos

IV en el sentido 5" a 3"

NUNENENUNE-(N CNENENB) 5-NY-N*

en donde N M es un nucleésido modificado que no es un
nucledsido biciclico;

cada N B es un nucleosido biciclico;

cada N ?es un nucledsido no biciclico:
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N' es un nucleésido modificado o un nucleésido no

modificado; y

N es un nucleésido modificado.

PCT/US2012/ 034880

5. Un compuesto que comprende un oligonucleétido

modificado que consiste en 8 a 19 nucledsidos ligad

donde la secuencia de nucleobase del oligonucleotid

modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1
donde el oligonucleétido modificado comprende al me
nucledsidos contiguos del siguiente patrén de nucle

en el sentido 5" a 3

NN E- (N SN>NEBE-NB) 4-N*

0s, en
o]

)y en
nos 8

osidos V

en donde N M es un nucleésido modificado que no es un

nucledsido biciclico;
cada N B es un nucleésido biciclico;
cada N Qes un nucledsido no biciclico; y
N es un nucledsido modificado.

6. El
reivindicaciones 1 a 5, en donde el oligonuclettido

compuesto de cualquiera de
modificado comprende al menos 9, al menos 10, al me
al menos 12, al menos 13, al menos 14, al menos 15,
menos 16, al menos 17, al menos 18, al menos 19, al
20, al menos 21 o 22 nucleésidos contiguos del patr
nucleésidos I, II, 1ll, IV o V.

1. El

reivindicaciones anteriores, en donde la secuencia

compuesto de cualquiera de
nucleobase del oligonucleétido modificado es al men
complementaria, es al menos 95% complementaria o es
complementaria a la secuencia de nucleobase de miR-

ID NO: 1).

las

nos 11,
al
menos

6n de

las
de
0s 90%
100%
21 (SEQ
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8. El

reivindicaciones anteriores,

compuesto de cualquiera de
en donde cada nucleosi
biciclico se selecciona independientemente de un nu
LNA, un nucledsido cEt y un nucledsido ENA.

9. El

reivindicaciones 1 a 7, en donde cada nucleésido bi

compuesto de cualquiera de

es un nucleésido S-cEt.
10. El

reivindicaciones 1 a 7, en donde cada nucleésido bi

compuesto de cualquiera de

es un nucleoésido LNA.
11. El

reivindicaciones anteriores, en donde cada nucledsi

compuesto de cualquiera de
biciclico se selecciona independientemente de un
desoxirribonucledsido y un nucleésido 2’-O-metoxiet

12. El
reivindicaciones 1 a 10 en donde cada nucledsido no

compuesto de cualquiera de

biciclico es un
13. El
reivindicaciones 1 a 10 en donde cada nucleésido no

p-D-desoxirribonucledsido.
compuesto de cualquiera de
biciclico es un nucleésido 2’-O-metoxietilo.

14. El
reivindicaciones anteriores en donde el oligonucle6
modificado consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15
17, 18, 19, 20, 21 o 22 nucleodsidos ligados del pat
nucledsidos I, II, Ill, IV o V.

15. El

reivindicaciones anteriores en donde al menos un en

compuesto de cualquiera de

compuesto de cualquiera de

internucledsido es un enlace internucledésido modifi

en donde cada enlace internucledsido es un enlace

internucledsido  modificado y en donde el enlace

PCT/US2012/ 034880

las
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internucledsido modificado es opcionalmente un enla ce

internucledsido fosforotioato.

16. EI compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 en donde al menos una citos ina es
una citosina 5-metilo, o en donde cada citosina es una

citosina 5-metilo.
17.  El compuesto de la reivindicacion 1, en donde:
a. R consiste en cuatro nucledsidos ligados N RLNRZNRENRY
en donde N ™! es un nucledsido 2’-O-metoxietilo y cada
unode N RENRENR4esun  p-D-desoxirribonucledsido:
cada N ®es un nucledsido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido; y
N es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;
b. cada R es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; X es 1,
cada N B es un nucledsido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleodsido; y
N es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;
c. cada R es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; X es 1;
cada N B es un nucledsido S-cEt;
cada N es un nucledsido 2'-O-metoxietilo; y
N es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;
d. cada R es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; X es 1;
cada N B es un nucledsido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucledsido; y
N es un nucleodsido S-cEt;
e. cada R es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; X es 1;
cada N ®es un nucledsido LNA;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido; y
N es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo; o

f. cada R es un nucleésido 2'-O-metoxietilo; X es 1;
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cada N Bes un nucledsido LNA;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido; y
N es un nucleésido LNA.
18.  El compuesto de la reivindicacion 2, en donde:
N"es un nucleésido 2’-O-metoxietilo;
cada N Bes un nucleédsido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido; y
N es un nucledsido 2’-O-metoxietilo:
N"es un nucleésido 2’-O-metoxietilo;
cada N Bes un nucleédsido S-cEt;
cada N “es un nucledsido 2’-O-metoxietilo; y
N es un nucleésido 2’-O-metoxietilo;
NMes un nucledsido 2’-O-metoxietilo:
cada N B es un nucleésido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido;
cada N es un g-D-desoxirribonucleésido; y
N’ es un nucleésido S-cEt;
NMes un nucledsido 2’-O-metoxietilo:
cada N B es un nucledsido LNA;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleodsido; y
N es un nucledsido 2’-O-metoxietilo; o
NMes un nucledsido 2’-O-metoxietilo:
cada N B es un nucledsido LNA;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucledsido; y
es un nucleésido )
N ledsido LNA
19.  El compuesto de la reivindicacion 3, en donde:
cada R es un nucledsido 2’-O-metoxietilo; X es 1;
cada N Bes un nucleédsido S-cEt;
cadaN %esun p-D-desoxirribonucleésido;

N'esun B-D-desoxirribonucledsido; y
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N es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;
b. cada R es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; X es 1;
cada N ®es un nucledsido S-cEt;
cadaN %esun p-D-desoxirribonucleésido;
N'esun B-D-desoxirribonucledsido; y
N es un nucleodsido S-cEt; o
c. cada R es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; X es 1;
cada N ®es un nucledsido S-cEt;
cadaN %esun p-D-desoxirribonucleésido;
N" es un nucleosido S-cEt; y
N es un nucleodsido S-cEt.
20. El compuesto de la reivindicacion 4, en donde:
a. N"es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;
cada N B es un nucledsido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido;
N'esun B-D-desoxirribonucledsido;
N es un nucledsido 2’-O-metoxietilo; y
b. N'es un nucledsido 2’-O-metoxietilo;
cada N B es un nucledsido S-cEt;
cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido;
N"esun p-D-desoxirribonucledsido; y
N es un nucledsido S-cEt;
c. N"es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;
cada N B es un nucledsido S-cEt;
cadaN Pesun p-D-desoxirribonucleésido;
N" es un nucleosido S-cEt; y
N es un nucleodsido S-cEt.
21. El compuesto de la reivindicacion 5, en donde:
N"es un nucleodsido 2’-O-metoxietilo;

cada N Bes un nucleédsido S-cEt;
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cadaN Cesun p-D-desoxirribonucleésido; y

N es un nucleésido 2’-O-metoxietilo.

22. El compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones anteriores en donde el oligonucled tido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3
o en donde el oligonucledétido modificado tiene la s ecuencia
de nucleobase de SEQ ID NO: 4, y en donde cada T en la
secuencia se selecciona independientemente de una T y un U.

23.  Un método para inhibir la actividad de miR-21 que
comprende poner en contacto una célula con un compu esto de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22.

24.  El método de la reivindicacion 23, en donde la
célula esta invivo o en donde la célula esta in vitro

25.  El método de la reivindicacion 23 o 24 en donde
la célula es un fibroblasto, una célula hiperprolif erativa,
un queratinocito o una célula hipoxica.

26.  Un método para disminuir la expresiéon de colageno

en una célula que comprende poner en contacto una c élula
con un compuesto de cualquiera de las reivindicacio nes1a
22.

27. Un método para tratar, prevenir o retrasar el
inicio de una enfermedad asociada con miR-21 que co mprende
administrar a un individuo que tiene una enfermedad
asociada con miR-21, un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22.

28. El método de la reivindicacion 27, en donde la
enfermedad es fibrosis.

29. El método de la reivindicacion 28, en donde la
fibrosis se selecciona de fibrosis renal, fibrosis

pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis cardiaca, fib rosis
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cutanea, fibrosis senil, fibrosis del bazo, esclero dermia o
fibrosis postrasplante.
30. El método de la reivindicacion 29 en donde:
a. la fibrosis renal estd presente en un individuo que
tiene una enfermedad seleccionada de
glomeruloesclerosis, fibrosis tubulointersticial,
nefropatia por IgA, fibrosis intersticial/atrofia
tubular; dafio renal crénico, enfermedad glomerular,
glomerulonefritis, diabetes mellitus,
glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopatica,
nefropatia  membranosa, glomerulopatia  colapsante,
infeccion renal recurrente cronica y enfermedad ren al
terminal;
b. la fibrosis renal resulta de traumatismo agudo o

repetitivo al rifidn;

c. la fibrosis hepética esta presente en un individuo que
tiene una enfermedad seleccionada de lesion hepatic a
cronica, infeccion por hepatitis, esteatohepatitis no
alcohdlica y cirrosis; la fibrosis pulmonar es fibr 0sis

pulmonar idiopética; y/o
d. el individuo tiene enfermedad pulmonar obstructiva
cronica.
31. Un método para tratar un trastorno
fibroproliferativo en un individuo que comprende
administrar al individuo un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22.
32. El método de cualquiera de las reivindicaciones
23 a 31 que comprende seleccionar un individuo que tenga

expresion elevada de miR-21 en uno 0 mas tejidos.
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33. El método de cualquiera de las reivindicaciones
27 a 31, en donde el individuo necesita una funcion
organica mejorada, en donde la funcibn organica se
selecciona de funcién cardiaca, funcion pulmonar, f
hepatica y funcién renal.

34. El método de cualquiera de las reivindicaciones
27 a 33, en donde la administracion mejora la funci
organica en el individuo, en donde la funcién organ
selecciona de funcién cardiaca, funcion pulmonar, f
hepatica y funcién renal.

35. El método de cualquiera de las reivindicaciones
27 a 34 que comprende administrar al menos un agent
terapéutico seleccionado de un agente antiinflamato
agente inmunosupresor, un agente antidiabético, dig
un vasodilator, inhibidores de enzima convertidora
angiotensina Il (ECA), bloqueadores de receptor de
angiotensina Il (BRA), un bloqueador de canal de ca
dinitrato de isosorbida, una hidralazina, un nitrat
hidralazina, un beta-bloqueador, péptidos natriurét
heparinoide y un inhibidor de factor de crecimiento
tejido conectivo.

36. El método de la reivindicacion 27, en donde la
enfermedad es cancer.

37. El método de la reivindicacion 36 en donde el
cancer es cancer de higado, cancer de mama, cancer
vejiga, cancer de prostata, cancer de colon, cancer
pulmén, cancer de cerebro, cancer hematoldgico, céan
pancreatico, cancer de cabeza y cuello, cancer de |
lengua, cancer de estomago, cancer de piel o cancer

tiroides.
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38. El método de cualquiera de las reivindicaciones
36 o 37 que comprende ademas administrar al menos u na
terapia anticancerigena adicional al individuo.

39. El método de cualquiera de las reivindicaciones
23 a 38, en donde el individuo es un humano.

40. EI método de cualquiera de las reivindicaciones
23 a 39, en donde el compuesto esta presente como u na
composicion farmacéutica.

41. Un compuesto de cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 22, para su uso en terapia.

42. Un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, para su uso en el tratamie nto de
la fibrosis.

43.  Un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, para Su uso para promover la

curacion de heridas.

44.  Un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, para su uso en el tratamie nto del
cancer.

45. Un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, para su uso en la prevenci on y/o

retraso del inicio de la met4stasis.

46. Un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22, para su uso en el tratamie nto de
una enfermedad cardiaca.

47. Uso de un compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 22 para la preparacion de un

medicamento.
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48. Uso de un compuesto de cualquiera
reivindicaciones 1 a 22 para la preparacion de
medicamento para tratar la fibrosis.

49. Uso de un compuesto de cualquiera
reivindicaciones 1 a 22 para la preparacion de
medicamento para promover la curacion de heridas.

50. Uso de un compuesto de cualquiera
reivindicaciones 1 a 22 para la preparacion de
medicamento para tratar el cancer.

51. Uso de un compuesto de cualquiera
reivindicaciones 1 a 22 para la preparacion de
medicamento para prevenir y/o retrasar el inicio de

metastasis.
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RESUMEN

En la presente se describen composiciones y métodos

para la inhibicion de la actividad de miR-21.
composiciones tienen determinados patrones de modif
de nucledsidos que proporcionan potentes inhibidore
actividad de miR-21. Las composiciones pueden usars
inhibir miR-21 y también para tratar enfermedades a

con la expresion anormal de miR-21, tal como fibros

cancer.
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