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REIVINDICACIONES DIVISIONAL

(9 Un compuesto que comprende un oligonucledtido modificado que
consiste en 8 a 19 nucleésidos ligados, en donde la secuencia de nucleobase del
oligonucle6tido modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) y en donde el
oligonucledtido modificado comprende al menos 8 nucledsidos contiguos del

siguiente patrén de nucledsidos V en el sentido 5’ a 3':
NM-NB-(NQ-NQ-NB-NB)4-NZ

en donde NM es un nucledsido modificado que no es un nucledsido biciclico:
cada N es un nucleésido biciclico;
cada NQ es un nucleésido no biciclico; y

NZ es un nucledsido modificado.

2 El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el oligonucleétido
modificado 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, 0 19nucledsidos

contiguos del patrén de nucledsidos V.

3 El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
la secuencia de nucleobase del oligonucleétido modificado es al menos 90%
complementaria, es al menos 95% complementaria o es 100% complementaria a la

secuencia de nucleobase de miR-21 (SEQ ID NO: 1).

4. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
cada nucledsido biciclico se selecciona independientemente de un nuclessido LNA, un

nucleésido cEt y un nucledsido ENA.

5. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde

cada nucleésido biciclico es un nucleésido S-cEt.

6. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde cada

nucledsido biciclico es un nucledsido LNA.

VA



7 El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde
cada nucledsido no biciclico se selecciona independientemente de un [(-D-

desoxirribonucledsido y un nucledsido 2’-0-metoxietilo.

8. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde cada

nucledsido no biciclico es un 3-D-desoxirribonucledsido.

9 El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde cada

nucledsido no biciclico es un nucledsido 2'-O-metoxietilo.

10.  El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde
el oligonucleétido modificado consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 0 19

nucleodsidos ligados del patrén de nucledsidos V.

11.  El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde
al menos un enlace internucledsido es un enlace internucleésido modificado, o en
donde cada enlace internucledsido es un enlace internucledsido modificado y en
donde el enlace internucleésido modificado es opcionalmente un enlace

internucleésido fosforotioato.

12.  El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en donde al
menos una citosina es una citosina 5-metilo, o en donde cada citosina es una citosina

5-metilo.

13.  El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en

donde:

NM es un nucledsido 2’-0O-metoxietilo;
cada NB es un nucledsido S-cEt;
cada NQes un B-D-desoxirribonucleésido; y

NZ es un nucleosido 2’-0-metoxietilo.



14.  El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde
el oligonucledtido modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3 o en
donde el oligonucleodtido modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 4,

y en donde cada T en la secuencia se selecciona independientemente de una T y un U.

15.  Un método para inhibir la actividad de miR-21 que comprende poner en

contacto una célula con un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14.
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DOCUMENTO DE TRASPASO
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EXP No. 3-2539980.
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COMPUESTOS DE MICROARN Y METODOS PARA MODULAR LA ACTIVIDAD DE
MIR-21

La presente solicitud reivindica el Dbeneficio de
prioridad de la Solicitud Provisional de los EE. UU. Nos.
61/478,767, presentada el 25 de abril de 2011, y 61/565,779,
presentada el 1° de diciembre de 2011, que se incorporan a la
presente a modo de referencia en su totalidad a todos 1los
efectos.

CAMPO DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan métodos y composiciones
para la modulacidén de la actividad de miR-21.
DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

Los microARN (microARN), también llamados “microARN
maduro” son pequeflas (de aproximadamente 18-24 nucledbdtidos de
longitud) moléculas de ARN no codificante codificadas en los
genomas de plantas y animales. En ciertos casos, los microARN
expresados enddgenamente, altamente conservados regulan la
expresién de genes uniéndose a las regiones sin traducir en
3" (3'-UTR) de ARNm especificos. Se han identificado més de
1000 microARN diferentes en plantas y animales. Ciertos
microARN maduros parecen originarse de largos transcritos de
microARN primarios enddgenos (también llamados pri-microARN,
pri-mir, pri-miR o pri-pre-microARN) gue frecuentemente
tienen cientos de nucledétidos de longitud (Lee, et al., EMBO
J., 2002, 21(17), 4663-4670).

Los analisis funcionales de microARN revelaron que estos
pequefios ARN no codificantes contribuyen en diferentes
procesos fisiolbdégicos en animales, incluidos tiempo de
desarrollo, organogénesis, diferenciacién, modelizacidn,
embriogénesis, control del crecimiento vy muerte celular
programada. Ejemplos de ©procesos especificos en los qgue
participan microARN incluyen diferenciacidén de células madre,
neurogénesis, angiogénesis, hematopoyesis y exocitosis
(estudiados por Alvarez-Garcia and Miska, Development, 2005,
132, 4653-4662).

COMPENDIO DE LA INVENCION
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En la presente se proporcionan compuestos que comprenden
un oligonucledétido modificado, en donde la secuencia de
nucleobase del oligonucledétido modificado es complementaria a
miR-21 y en donde el oligonucledétido modificado tiene un
patrén de nucledsidos descrito en la presente.

En la presente se proporcionan métodos para inhibir 1la
actividad de miR-21 que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto descrito en la presente. En algunas
realizaciones, la célula esta in vivo. En algunas
realizaciones, la célula estd in vitro.

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

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

En la presente se proporcionan compuestos que comprenden
un oligonucledtido modificado que <consiste en 8 a 22
nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucleobase del
oligonucledétido modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID
NO: 1) y en donde el oligonucledétido modificado comprende al
menos 8 nucledésidos contiguos del siguiente patrdén de
nucledésidos I en el sentido 5’ a 3’:

(R) x=NB-N?-N2-N®- (N9-N2-N2-N®) ;-N2-N?

en donde cada R es, 1independientemente, un nucledésido no
biciclico; X es de 1 a 4; cada N° es, independientemente, un
nuclebésido biciclico; cada N? es, independientemente, un
nucledésido no biciclico; y cada N? es, independientemente, un
nucledsido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que comprenden
un oligonuclebétido modificado que consiste en 8 a 19
nuclebdésidos ligados, en donde la secuencia de nucleobase del
oligonucledétido modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID

NO: 1) y en donde el oligonucledtido modificado comprende al
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menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patrdédn de
nucledsidos II en el sentido 5’ a 3':
N"-NP-N2-N%-N°- (N?-N®-N?-N®) 3-N®-N*
en donde N" es, independientemente, un nucledsido modificado
que no es un nucledbdsido biciclico; cada NP es,
independientemente, un nuclebdésido Dbiciclico; cada N? es,
independientemente, un nucledésido no biciclico; y N? es,
independientemente, un nucledésido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que comprenden
un oligonucledétido modificado que consiste en 8 a 19
nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucleobase del
oligonucledétido modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID
NO: 1) y en donde el oligonucledtido modificado comprende al
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patrdn de
nucledésidos III en el sentido 5’ a 3':
(R) x»—NP-N9-N2-N®- (N9-N2-N9-N®) ;-NY-N*
en donde cada R es un nucledsido no biciclico; X es de 1 a 4;
cada N es un nucleésido biciclico; cada N°? es un nucleésido
no biciclico; N'Y es un nucleésido modificado o un nucledsido
no modificado; y cada N? es un nucledésido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que comprenden
un oligonuclebétido modificado que consiste en 8 a 19
nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucleobase del
oligonucledétido modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID
NO: 1) y en donde el oligonucledétido modificado comprende al
menos 8 nucledésidos contiguos del siguiente patrdn de
nucledésidos IV en el sentido 5’ a 3':
NY-NB-N?-N2-N®- (N9-N2-N2-N®) ;-NY-N?
en donde N' es un nucleésido modificado que no es un
nucleésido biciclico; cada N° es un nucledésido biciclico;
cada N° es un nuclebdsido no biciclico; NY es un nucledsido
modificado o un nucleésido no modificado; y N’ es un
nucledsido modificado.

En la presente se proporcionan compuestos que comprenden
un oligonucledétido modificado que consiste en 8 a 19

nucledsidos ligados, en donde la secuencia de nucleobase del
6



10

15

20

25

30

oligonucledétido modificado es complementaria a miR-21 (SEQ ID
NO: 1) y en donde el oligonucledétido modificado comprende al
menos 8 nucledsidos contiguos del siguiente patrdédn de
nucledsidos V en el sentido 5’ a 3':

N"-NP- (N®-N?-N°-N®) ,-N?

en donde N' es un nucledésido modificado que no es un
nucleésido biciclico; cada N° es un nucledésido biciclico;
cada N° es un nucledésido no biciclico; y N* es un nucledsido
modificado.

En algunas realizaciones el patrdn de nucledsidos I o
III, X es 1, X es 2, X es 3 o X es 4.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, el oligonucledétido modificado
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 o 22
nucledsidos contiguos del patrdé]n de nucledbsidos I, II, III,
IV o V. En algunas realizaciones de cualquiera de 1los
compuestos proporcionados en la presente, el oligonucledtido
modificado consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21 o 22 nucledsidos ligados del patrdn de
nuclebdésidos I, II, III, IV o V.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, la secuencia de nucleobase del
oligonucledétido modificado es al menos 90% complementaria, es
al menos 95% complementaria o es 100% complementaria a la
secuencia de nucleobase de miR-21 (SEQ ID NO: 1).

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, la nucleobase en la posicidédn 1
de miR-21 se empareja con la primera nucleobase en el extremo
37 del oligonucledétido modificado.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, cada nucledsido biciclico se
selecciona independientemente de un nucledésido LNA, un

nucledsido cEt y un nuclebdsido ENA.
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En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, al menos dos nucledsidos no
biciclicos comprenden restos de azucar que son diferentes
entre si. En algunas realizaciones de cualquiera de 1los
compuestos proporcionados en la presente, cada nucledsido no
biciclico tiene el mismo tipo de resto de azucar.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, cada nucledsido biciclico es
un nucledsido cEt. En algunas realizaciones, el nucledsido
cEt es un nuclebdsido S-cEt. En algunas realizaciones, el
nucledsido cEt es un nucledsido R-cEt. En algunas
realizaciones de cualquiera de los compuestos proporcionados
en la presente, cada nuclebdsido biciclico es un nucledsido
LNA.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos

proporcionados en la presente, cada nucledsido no biciclico

se selecciona independientemente de un B-D-
desoxirribonucledsido, un p-D-ribonucledsido, 2" -0-metil
nucledsido, un 2’ -O-metoxietil nucledsido y un 27 -

fluoronucledésido. En algunas realizaciones de cualquiera de
los compuestos proporcionados en la presente, cada nucledsido
no Dbiciclico se selecciona independientemente de un (-D-
desoxirribonucledésido y un 2’'-O-metoxietil nucledsido. En
algunas realizaciones de cualquiera de 1los compuestos
proporcionados en la presente, cada nucledsido no biciclico
es un P-D-desoxirribonucledésido. En algunas realizaciones de
cualgquiera de los compuestos proporcionados en la presente,
cada nucledsido no biciclico es un 2’ -O-metoxietil
nucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, cada nucledésido Dbiciclico
comprende una nucleobase no metilada.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, no mas de dos nucledsidos no

biciclicos son 2’'-O-metoxietil nucledsidos. En algunas
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realizaciones, cada uno de los otros nucledésido no biciclico
es un B-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, los nucledésidos no biciclicos
més hacia 5’ y més hacia 3’ son 2’-O-metoxietil nucledsidos y
cada uno de los otros nucledésidos no biciclicos es un p-D-
desoxirribonucledésido. En algunas realizaciones de cualquiera
de los compuestos proporcionados en la presente, dos
nucledsidos no biciclicos son 2’'-MOE nucledsidos y cada uno
de los otros nuclebdésidos no biciclicos es un B-D-
desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I o
III, cada nucledbdsido de R es un 2’'-O-metoxietil nucledsido.
En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I o III,
tres nucledsidos de R son 2’-O-metoxietil nucledsidos y un
nucledsido de R es un B-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, al menos un enlace
internucledésido es un enlace internucledésido modificado. En
algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, cada enlace internucledsido es
un enlace internucledsido modificado. En algunas
realizaciones, el enlace internucledésido modificado es un
enlace internucledbésido de fosforotioato.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, al menos un nucledsido
comprende una nucleobase modificada. En algunas realizaciones
de cualquiera de los compuestos proporcionados en la
presente, al menos una citosina es una 5-metilcitosina. En
algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, cada citocina es wuna 5-
metilcitosina. En algunas realizaciones de cualquiera de 1los
compuestos proporcionados en la presente, la citocina en la
posicidén dos del oligonucledtido modificado es una 5-

metilcitosina.
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En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I, R
consiste en cuatro nuclebsidos ligados N-N®-N®’-N®*, donde
N® es un 2’/-O-metoxietil nucledsido y cada uno de NF?-N®°-NF*
es un PR-D-desoxirribonucleésido; cada N® es un nucledésido S-
cEt; cada N? es un B-D-desoxirribonucledsido; y N? es un 2’/ -0O-
metoxietil nucledsido. En algunas realizaciones del patrédn de
nucledésidos I, cada R es un 2’-O-metoxietil nucledsido; X es
1; cada NP es un nuclebésido S-cEt; cada N? es un B-D-
desoxirribonucledésido; y N” es un 2’-O-metoxietil nucledsido.
En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I, cada R
es un 2’-O-metoxietil nucledésido; X es 1; cada N° es un
nucledésido S-cEt; cada N” es un 2’-O-metoxietil nucledsido; y
N” es un 2’-O-metoxietil nucledésido. En algunas realizaciones
del patrdédn de nucledsidos I, cada R es un 2’'-O-metoxietil
nucledésido; X es 1; cada N°® es un nucledsido S-cEt; cada N° es
un p-D-desoxirribonucleésido; y N” es un nucleédsido S-cEt. En
algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I, cada R es
un 2’ -O-metoxietil nucledésido; X es 1; cada N° es un
nucleésido LNA; cada N® es un B-D-desoxirribonucledsido; y N”
es un 2’'-O-metoxietil nucledésido. En algunas realizaciones
del patrédn de nucledsidos I, cada R es un 2'-O-metoxietil
nucleésido; X es 1; cada NP es un nucledésido LNA; cada N° es
un B-D-desoxirribonucleésido; y N” es un nucledsido LNA.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos II,
N" es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada N® es un nucledsido
S-cEt; cada N? es un B-D-desoxirribonucledésido; y N” es un 27’ -
O-metoxietil nucledésido. En algunas realizaciones del patrdn
de nucledésidos II, N" es un 2’/-O-metoxietil nucleésido; cada
N® es un nuclebésido S-cEt; cada N? es un 2’'-O-metoxietil
nucledsido; y N? es un 2’-O-metoxietil nucledésido. En algunas
realizaciones del patrén de nucledsidos I, N' es un 2’-0-
metoxietil nucledsido; cada N® es un nuclebésido S-cEt; cada N°
es un B-D-desoxirribonucledsido; cada N es un B-D-
desoxirribonucleésido; y N? es un nucledsido S-cEt. En algunas
realizaciones del patrén de nucledsidos II, N' es un 2’-0-

metoxietil nucledsido; cada N° es un nucledésido LNA; cada N2
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es un p-D-desoxirribonucledésido; y N es un 2’-O-metoxietil
nucledsido. En algunas realizaciones del patrédn de
nuclebésidos II, N" es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada NP
es un nucledbsido LNA; cada N°® es un p-D-
desoxirribonucleésido; y N” es un nucledsido LNA.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos III,
cada R es un 2’/-O-metoxietil nucledsido; X es 1; cada N° es un
nucledésido S-cEt; cada N° es un R-D-desoxirribonucleésido; N
es un p-D-desoxirribonucledésido; y N’ es un 2’-O-metoxietil
nucledsido. En algunas realizaciones del patrdn de
nucledsidos III, cada R es un 2’'-O-metoxietil nucledsido; X
es 1; cada N® es un nucledésido S-cEt; cada N® es un PB-D-
desoxirribonucledésido; NY es un B-D-desoxirribonucleédsido; v
N” es un nucledésido S-cEt. En algunas realizaciones del patrén
de nucledésidos III, cada R es un 2’'-O-metoxietil nucledsido;
X es 1; cada N® es un nucledésido S-cEt; cada N? es un R-D-
desoxirribonucleésido; N' es un nucledésido S-cEt; y N” es un
nucledsido S-cEt.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos IV,
N" es un 2’-O-metoxietil nucledsido; cada N® es un nucledsido
S-cEt; cada N? es un B-D-desoxirribonucleésido; N' es un B-D-
desoxirribonucleésido; N? es un 2’/ -O-metoxietil nucledsido. En
algunas realizaciones del patrén de nucledsidos IV, N es un
2’ -O-metoxietil nucleésido; cada N° es un nuclebésido S-cEt;
cada N? es wun p-D-desoxirribonucleésido; N es un B-D-
desoxirribonucleésido; N” es un nucledésido S-cEt. En algunas
realizaciones del patrén de nucledsidos IV, N es un 2'-0-
metoxietil nucledbésido; cada N® es un nuclebésido S-cEt; cada N°
es un B-D-desoxirribonucleésido; N' es un nucledsido S-cEt; N”
es un nuclebdésido S-cEt.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos v, N
es un 2’-O-metoxietil nucledésido; cada N® es un nucleésido S-
cEt; cada N2 es un B-D-desoxirribonucledsido; y N? es un 2’/ -0-
metoxietil nucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos

proporcionados en la presente, el oligonuclebétido modificado
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tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, en donde
cada T en la secuencia se selecciona independientemente de T
y U. En algunas realizaciones de cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente, el oligonucledétido modificado
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 4, en donde
cada T en la secuencia se selecciona independientemente de T
y U.

En la presente se proporcionan métodos para inhibir 1la
actividad de miR-21 que comprenden poner en contacto una
célula con un compuesto proporcionado en la presente. En
algunas realizaciones, la célula estd in vivo. En algunas
realizaciones, la célula esta in vitro. En algunas
realizaciones, la célula es un fibroblasto, wuna célula
hiperproliferativa, un gueratinocito o una célula hipdxica.
En algunas realizaciones, el fibroblasto es un fibroblasto
hiperproliferativo.

En la presente se proporcionan métodos para disminuir la
expresién de colageno en una célula que comprenden poner en
contacto una célula con un compuesto proporcionado en la
presente.

En la presente se proporcionan métodos para tratar,
prevenir o retrasar el inicio de una enfermedad asociada con
miR-21, que comprende administrar a un individuo que padece
dicha enfermedad cualquiera de las compuestos proporcionados
en la presente.

En algunas realizaciones, la enfermedad es fibrosis. En
algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis renal,
fibrosis pulmonar, fibrosis hepética, fibrosis cardiaca,
fibrosis cuténea, fibrosis senil, fibrosis del bazo,
esclerodermia o fibrosis postrasplante.

En algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis renal
y 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,
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glomeruloesclerosis focal % segmentaria idiopatica,
nefropatia membranosa, glomerulopatia colapsante, infeccidn
renal recurrente crénica y enfermedad renal terminal. En
algunas realizaciones, la fibrosis renal resulta de
traumatismo agudo o repetitivo al rifién.

En algunas realizaciones, la fibrosis es una fibrosis
hepatica y estd presente en un individuo gque padece una
enfermedad seleccionada de lesidén hepédtica croénica, infeccidn
por hepatitis, esteatohepatitis no alcohdélica y cirrosis.

En algunas realizaciones, la fibrosis pulmonar es
fibrosis pulmonar idiopatica o el individuo tiene enfermedad
pulmonar obstructiva crébnica.

En algunas realizaciones, la enfermedad es una
enfermedad inflamatoria.

En la presente se proporcionan métodos para promover la
curacién de heridas en un individuo que comprende administrar
a un individuo gque tiene una herida aguda o crénica
cualquiera de los compuestos proporcionados en la presente.
En algunas realizaciones, la herida crdénica es una herida
quirtrgica aguda o crdénica, una lesidn por penetracidn, una
lesidén por avulsidn, una lesidn por aplastamiento, una lesidn
por cizallamiento, una lesidén por gquemadura, una laceracidn,
un herida por mordedura, una ulcera arterial, una Uulcera
venosa, una Ulcera por presidédn o una ulcera diabética. En
algunas realizaciones, el compuesto se administra toépicamente
a la herida.

En la presente se proporcionan métodos para tratar un
trastorno fibroproliferativo en un individuo gque comprende
administrar al individuo cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente.

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

En algunas realizaciones, la administracidn de
cualquiera de los compuestos proporcionados en la presente a

un individuo reduce la expresidén de coléageno.
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En algunas realizaciones, un individuo necesita una
funcién orgadnica mejorada, en donde la funcidén organica se
selecciona de funcién cardiaca, funcidén pulmonar, funcidn
hepadtica vy funcién renal. En algunas realizaciones, 1la
administracién de cualgquiera de los compuestos proporcionados
en la presente mejora una funcidén orgédnica en el individuo,
en donde 1la funcidén orgédnica se selecciona de funcidén
cardiaca, funcidén pulmonar, funcidén hepadtica y funcidn renal.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la presente
comprende evaluar la funcidén renal en un individuo, que puede
incluir medir el nitrdégeno ureico en sangre en la sangre del
individuo; medir la creatinina en la sangre del individuo;
medir el aclaramiento de creatinina en el individuo; medir la
proteinuria en el individuo; medir la relacidén albUmina:Cr en
el individuo; y/o medir la diuresis en el individuo.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la presente
puede comprender evaluar la funcidédn hepadtica en un individuo,
que puede incluir medir los niveles de alanina
aminotransferasa en la sangre del individuo; medir 1los
niveles de aspartato aminotransferasa en la sangre del
individuo; medir los niveles de bilirrubina en la sangre del
individuo; medir los niveles de albumina en la sangre del
individuo; medir el tiempo de protrombina en el individuo;
medir la ascitis en el individuo; y/o medir la encefalopatia
en el individuo.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la presente
puede comprender evaluar la funcidén pulmonar en un individuo,
que puede incluir medir la capacidad vital en el individuo;
medir la capacidad vital méxima en el individuo; medir el
volumen de espiratorio méximo en el primer segundo en el
individuo; medir la tasa de flujo espiratorio pico en el
individuo; medir el flujo espiratorio maximo en el individuo;
medir la wventilacidédn voluntaria méxima en el individuo;
determinar la relacidén entre el volumen de espiratorio méximo
en el primer segundo y la capacidad vital méxima en el

individuo; medir la relacidén ventilacidédn/perfusidn en el
14



10

15

20

25

30

individuo; medir el lavado de nitrbégeno en el individuo; y/o
medir el volumen absoluto de aire en uno o mas pulmones de un
individuo.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la presente
puede comprender evaluar la funcidédn cardiaca en un individuo,
que puede incluir medir el gasto cardiaco en el individuo;
medir el volumen sistélico en el individuo; medir la tasa
media de eyeccidén sistdlica en el individuo; medir la presidn
sanguinea sistdélica en el individuo; medir la fraccidn de
eyeccidn de ventriculo izquierdo en el individuo; determinar
el indice sistdélico en el individuo; determinar el indice
cardiaco en el individuo; medir el porcentaje de acortamiento
fraccional del ventriculo izguierdo en el individuo; medir la
velocidad media del acortamiento de fibras circunferenciales
en el individuo; medir el patrdén de velocidad de afluencia
del ventriculo izquierdo en el individuo; medir el patrdn de
velocidad de flujo venoso pulmonar en el individuo; y/o medir
la velocidad diastdélica inicial pico del anillo mitral del
individuo.

Cualquiera de los métodos proporcionados en la presente
pueden comprender administrar a un individuo al menos un
agente terapéutico seleccionado de un agente
antiinflamatorio, un agente inmunosupresor, un agente
antidiabético, digoxina, un vasodilator, inhibidores de
enzima convertidora de angiotensina II (ECA), blogqueadores de
receptor de angiotensina II (BRA), un bloqueador de canal de
calcio, un dinitrato de isosorbida, una hidralazina, un
nitrato, una hidralazina, un beta-bloqueador, péptidos
natriuréticos, un heparinoide y un inhibidor de factor de
crecimiento de tejido conectivo. En algunas realizaciones, el
agente antiinflamatorio es un agente antiinflamatorio no
esteroide, en donde el agente antiinflamatorio no esteroide
se selecciona opcionalmente de ibuprofeno, un inhibidor de
COX-1 y un inhibidor de COX-2. En algunas realizaciones, el
agente inmunosupresor se selecciona de un corticoesteroide,

ciclofosfamida 3% micofenolato mofetilo. En algunas
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realizaciones, un agente antiinflamatorio es un
corticoesteroide, en donde el corticoesteroides es
opcionalmente prednisona. En algunas realizaciones, los
inhibidores re la enzima convertidora de angiotensina II
(ECA) se seleccionan de captopril, enalapril, lisinopril,
benazepril, quinapril, fosinopril vy ramipril. En algunas
realizaciones, los bloqueadores del receptor de angiotensina
IT (BRA) se selecciona de candesartén, irbesartéan,
olmesartan, losartan, valsartan, telmisartdn y eprosartan.

En algunas realizaciones, la enfermedad es cancer. En
algunas realizaciones, el cancer es cancer de higado, cancer
de mama, cancer de vejiga, cancer de prbstata, cancer de
colon, cancer de pulmdn, cancer de cerebro, cancer
hematoldégico, cancer pancredtico, cancer de cabeza y cuello,
cancer de la lengua, cancer de estdmago, cancer de piel o
cancer de tiroides. En algunas realizaciones, el céancer de
higado es carcinoma hepatocelular. En algunas realizaciones,
el céancer de cerebro es glioblastoma multiforme. En algunas
realizaciones, el cancer Thematoldgico es leucemia mieldgena
aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia monocitica aguda,
mieloma multiple, leucemia linfocitica <crénica, leucemia
mieloide crbénica, linfoma hodgkiniano o) linfoma
nohodgkiniano.

En algunas realizaciones, los métodos proporcionados en
la presente comprenden administrar al menos una terapia
anticancerosa adicional al individuo. En algunas
realizaciones, la terapia anticancerosa es un agente que dafia
el ADN, un inhibidor de proliferacién, un antifolato, un
inhibidor del receptor del factor de crecimiento, un agente
antiangiogénico, un inhibidor de 1la tirosina cinasa del
receptor, un inhibidor de cinasa, un inhibidor del factor de
crecimiento, un agente citotdxico, radioterapia o reseccidn
quirtrgica de un tumor. En algunas realizaciones, el agente
que dana el ADN es 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea,
busulfan, carboplatino, carmustina, clorambucil, cisplatino,

ciclofosfamida, dacarbazina, daunorrubicina, doxorrubicina,
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epirrubicina, etopdsido, idarrubicina, ifosfamida,

irinotecén, lomustina, mecloretamina, melfaldn, mitomicina C,

mitoxantrona, oxaliplatino, temozolomida o topotecan. En
algunas realizaciones, el antifolato es metotrexato,
aminopterina, timidilato sintasa, serina

hidroximetiltransferasa, foliilpoliglutamil sintetasa, g-

glutamil hidrolasa, glicinamida-ribonucledtido
transformilasa, leucovorina, amino-imidazol-carboxamida-
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 1inhibidor de
angiogénesis es bevacizumab, talidomida, carboxiamidotriazol,
TNP-470, CM101, 1IFN-o, factor de plaquetas 4, suramina,
SU5416, trombospondina, un antagonista de VEGFR, factor
inhibidor de angiogénesis derivado de cartilago, un inhibidor
de metaloproteinasa de matriz, angiostatina, endostatina, 2-
metoxiestradiol, tecogaladn, tetratiomolibdato, prolactina o
linomida. En algunas realizaciones, el inhibidor de cinasa es
bevacizumab, BIBW 2992, cetuximab, imatinib, trastuzumab,
gefitinib, ranibizumab, pegaptanib, sorafenib, dasatinib,
sunitinib, erlotinib, nilotinib, lapatinib, panitumumab,
vandetanib, E7080, pazopanib, mubritinib o fostamatinib.

En algunas realizaciones, la administracién a un
individuo que tiene cancer resulta en la reduccidédn del tamafio
del tumor vy/ o en la cantidad de tumores. En algunas
realizaciones, la administracién a un individuo gque tiene
cdncer previene o retrasa un aumento en el tamafio del tumor
y/ o en la cantidad de tumores. En algunas realizaciones, la
administracién a un individuo que tiene cancer previene o
frena la progresién metastédsica. En algunas realizaciones, la
administracién a un individuo que tiene cancer prolonga el
tiempo de sobrevida total vy/o la sobrevida libre de
progresién del individuo. En algunas realizaciones, 1los
métodos proporcionados en la presente comprenden seleccionar

un individuo que tiene niveles elevados de alfa-fetoproteina
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en suero y/o niveles elevados de des-gamma-carboxiprotrombina
en suero. En algunas realizaciones, los métodos
proporcionados en la presente comprenden reducir la alfa-
fetoproteina en suero y/o la des-gamma-carboxiprotrombina en
suero. En algunas realizaciones, los métodos proporcionados
en la presente comprenden seleccionar un animal que tiene una
funcién hepatica anormal.

En cualquiera de los métodos proporcionados en la
presente, el individuo es un humano.

En cualgquiera de los métodos proporcionados en la
presente, el compuesto estd presente como una composicidn
farmacéutica.

Cualquiera de los compuestos proporcionados en 1la
presente pueden usarse en terapia. Cualguiera de 1los
compuestos proporcionados en la presente pueden usarse en el
tratamiento de la fibrosis. Cualquiera de 1los compuestos
proporcionados en la presente pueden usarse para promover la
curacién de heridas. Cualquiera de los compuestos
proporcionados en la presente pueden usarse en el tratamiento
del céncer. Cualquiera de los compuestos proporcionados en la
presente pueden usarse para prevenir y/o retrasar el inicio
de la metéstasis.

Cualquiera de 1los compuestos proporcionados en la
presente pueden usarse en el tratamiento de una enfermedad
cardiaca.

Cualquiera de los compuestos proporcionados en la
presente pueden usarse en la preparacidédn de un medicamento.
Cualquiera de 1los compuestos proporcionados en la presente
pueden usarse en la preparacién de un medicamento para tratar
la fibrosis. Cualquiera de los compuestos proporcionados en
la presente pueden usarse en la preparacidén de un medicamento
para promover la curacién de heridas. Cualquiera de 1los
compuestos proporcionados en la presente pueden usarse en la
preparacién de un medicamento para tratar el cancer.

Cualquiera de 1los compuestos proporcionados en la presente
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pueden usarse en la preparacién de un medicamento para
prevenir y/o retrasar el inicio de la metéstasis.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la relacidén entre la albUlmina en
orina y la creatinina (ACR, ugAlb/mgCr) en ratones del modelo
de isquemia reperfusidén/nefrectomia (IR/Nx) a los que se
administrdé compuestos anti-miR21, tal como se describe en el
Ejemplo 5.

La Figura 2 muestra la expresidén de (A) colageno 1Al vy
(B) colageno 3A1 en rifiones de ratones del modelo de UUO a
los que se administrdé compuestos anti-miR21, tal como se
describe en el Ejemplo 6.
DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se defina de otra forma, todos los términos
cientificos y técnicos utilizados en la presente tienen el
mismo significado cominmente conocido por un experto en la
técnica a quien estd dirigida esta invencidén. A menos que se
proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura
utilizada en relacidén con, y los procedimientos y técnicas
de, qgquimica analitica, quimica organica sintética y quimica
medicinal y farmacéutica descritos en la presente son
aquellos conocidos y usados comunmente en la técnica. En
caso de existir varias definiciones para los términos en la
presente, prevalecerdn las indicadas en esta seccidn. Se
pueden usar técnicas estédndares para sintesis quimica,
anadlisis quimico, preparacién, formulacién y administracidn
farmacéutica y para tratamiento de los individuos. Ciertas
técnicas y procedimientos pueden encontrarse por ejemplo en
“Carbohydrate Modifications in Antisense Research” Editado
por Sangvi and Cook, American Chemical Society , Washington
D.C., 1994; vy "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 18a edicidén, 1990; vy gque se
incorporan a la presente a modo de referencia a todos 1los
efectos. Cuando esté permitido, todas las patentes,
solicitudes de patente, solicitudes publicadas %

publicaciones, secuencias de GENBANK, sitios web vy otros
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materiales publicados mencionados a lo largo de toda 1la
divulgacién en la presente, a menos gque se indique 1lo
contrario, se 1ncorporan a modo de referencia en su
totalidad. Cuando se haga referencia a wuna URL u otro
identificador o) direccién, se entenderéa que dichos
identificadores pueden cambiar y la informacidén especifica en
internet puede cambiar, pero se podrd encontrar informaciédén
equivalente buscando en internet. La referencia a los mismos
evidencia la disponibilidad vy difusidédn publica de dicha
informacidn.

Antes de que las presentes composiciones y métodos se
divulguen y describan, se entenderd que la terminologia usada
en la ©presente es solamente a efectos de describir
realizaciones especificas y no se pretende que sea limitante.
Cabe seflalar que, como se utilizan en la memoria descriptiva
y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"uno/a” y “el/la” incluyen referentes plurales a menos que el
contexto indique claramente lo contrario.

Definiciones

“Fibrosis” significa la formacidédn o desarrollo de tejido
conectivo fibroso excesivo en un d6rgano o tejido. En algunas
realizaciones, la fibrosis ocurre como un proceso reparados o
reactivo. En algunas realizaciones, la fibrosis ocurre en
respuesta a un dafio o 1lesidén. El1 término “fibrosis” se
entenderd como la formacién o desarrollo de tejido conectivo
fibroso excesivo en un O6érgano o tejido como un proceso
reparador o reactivo, en oposicién a una formacidén de tejido
fibroso como constituyente normal de un érgano o tejido.

Un “individuo gque 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 méas indicadores
clinicos de fibrosis.

“Fibroblasto” significa wuna célula que da origen al

tejido conectivo.
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“Trastorno fibroproliferativo” significa una trastorno
caracterizado por la proliferacidén excesiva y/o activacidédn de
fibroblastos.

“Céancer de higado” significa un tumor maligno en el
higado, vya sea un cancer primario o un céncer producto de
metdstasis. En algunas realizaciones, el céancer de higado
incluye, a modo no taxativo, céncer que surge de hepatocitos,
tal como, por ejemplo, hepatomas y carcinomas
hepatocelulares; carcinoma fibrolamelar; y colangiocarcinomas
(o céncer de vias biliares).

“Metastasis” significa el proceso por el que el céancer
se extiende desde el lugar donde se origind como un tumor
primario a otras ubicaciones en el cuerpo. La progresidn
metastasica de un tumor primario refleja multiples estadios,
incluidos disociacidén de las células tumorales primarias
circundantes, supervivencia en la circulacién y crecimiento
en una ubicacidén secundaria.

“Tiempo de sobrevida total” significa el periodo de
tiempo que un individuo sobrevive después del diagndstico o
tratamiento de una enfermedad. En algunas realizaciones, la
enfermedad es cancer. En algunas realizaciones, el tiempo de
sobrevida total es la sobrevida después del diagndéstico. En
algunas realizaciones, el tiempo de sobrevida total es 1la
sobrevida después del inicio del tratamiento.

“Sobrevida libre de progresidén” significa un periodo de
tiempo en el qgue un individuo que tiene una enfermedad
sobrevive, sin que la enfermedad empeore. En algunas
realizaciones, la sobrevida libre de progresién se evalua
mediante estadificacién o valoracidén de la enfermedad. En
algunas realizaciones, la sobrevida sin progresidén de un
individuo que tiene céncer de higado se evalta determinando
el tamano del tumor, la cantidad de tumores y/o la
metastasis.

“Anti-miR” significa un oligonucledétido gque tiene una

secuencia de nucleobase complementaria a un microARN. En
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algunas realizaciones, un anti-miR es un oligonucleétido
modificado.

“Anti-miR-X" donde “miR-X" designa un microARN
especifico, significa un oligonucledétido gque tiene una
secuencia de nucleobase complementaria a miR-X. En algunas
realizaciones, un anti-miR-X es totalmente complementario a
miR-X. En algunas realizaciones, un anti-miR-X es al menos
80%, al menos 85%, al menos 90% o al menos 95% complementario
a miR-X. En algunas realizaciones, un anti-miR-X es un
oligonucledtido modificado.

“miR-21” significa el miARN madura que tiene la
secuencia de nucleobase UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA (SEQ ID NO:
1).

“secuencia tallo-bucle de miR-21” significa la secuencia
tallo-bucle que tiene la secuencia de nucleobase
UGUCGGGUAGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUGGCAACACCAGUCGAUGG
GCUGUCUGACA (SEQ ID NO: 2).

“Acido nucleico objetivo” significa un 4&cido nucleico
para el que se disefia un compuesto oligomérico para
hibridacién.

“Direccionamiento” significa el proceso de disefio vy
seleccidén de la secuencia de nucleobase gque se hibridarad con
un acido nucleico objetivo.

“Dirigido a” significa gue +tiene wuna secuencia de
nucleobase que permitird la hibridacidén con un &cido nucleico
objetivo.

“Acoplamiento objetivo” significa la interaccién de un
oligonucledétido con el microARN al que es complementario, de
una forma que cambia la actividad, expresién o nivel del
microARN. En algunas realizaciones, el acoplamiento objetivo
significa un anti-miR que interactiia con el microARN al que
es complementario, de forma se inhibe que 1la actividad del
microARN.

“Modulacidén" significa una perturbacién de la funcién,
cantidad o actividad. En algunas realizaciones, la

modulacién significa un aumento en la funcién, cantidad o
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actividad. En algunas realizaciones, la modulacién significa
una disminucidén en la funcidn, cantidad o actividad.

“Expresién” significa cualesquiera funciones vy etapas
por la gque una informacidén codificada por un gen se convierte
en estructuras presentes y operantes en una célula.

“Sitio objetivo en 5’” significa 1la nucleobase de un
dcido nucleico objetivo que es complementaria a la nucleobase
més préxima a 3’ de un oligonucledtido especifico.

“Sitio objetivo en 3’” significa la nucleobase de un
acido nucleico objetivo que es complementaria a la nucleobase
mas préxima a 5’ de un oligonucledtido especifico.

“Regidén” significa una porcidédn de nucledsidos ligados
dentro de un &cido nucleico. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido tiene una secuencia de nucleobase dgque es
complementaria a una regidén de un acido nucleico objetivo.
Por ejemplo, en algunas realizaciones un oligonucledbétido es
complementario a una regidén de una secuencia tallo-bucle de
un microARN. En algunas realizaciones, un oligonucledtido es
totalmente complementario a una regidén de una secuencia
tallo-bucle de un microARN.

“Segmento” significa una porcidén mas pequefia o
subporcién de una regidn.

“Secuencia de nucleobase” significa el orden de
nucleobases contiguas en un compuesto oligomérico o é&acido
nucleico, tipicamente indicado en sentido 57 a 37,
independiente de cualquier azucar, enlace y/o modificacidén de
nucleobase.

“Nucleobases contiguas” significa nucleobases
inmediatamente adyacentes entre si en un acido nucleico.

“Complementariedad de nucleobase” significa la capacidad
de dos nucleobases para emparejarse no covalentemente a
través de enlaces de hidrdgeno.

“Complementariedad” significa que un &cido nucleico es
capaz de hibridarse con otro acido nucleico u

oligonucledtido. En algunas realizaciones, la
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complementariedad se refiere a un oligonucledétido capaz de
hibridarse con un acido nucleico objetivo.

“Totalmente complementario” significa que cada
nucleobase de un oligonucledétido es capaz de emparejarse con
una nucleobase en cada posicidén correspondiente en un éacido
nucleico objetivo. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido es totalmente complementario a un microARN,
es decir, cada nucleobase del oligonucledétido es
complementaria a una nucleobase en una posicidn
correspondiente en el microARN. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido en donde cada nucleobase tiene
complementariedad con una nucleobase dentro de una regidn de
una secuencia tallo-bucle de un microARN es totalmente
complementaria a la secuencia tallo-bucle del microARN.

“Porcentaje de complementariedad” significa el
porcentaje de nucleobases de un oligonucledtido que son
complementarias a una porcidén de igual longitud de un acido
nucleico objetivo. E1l porcentaje de complementariedad se
calcula dividiendo la cantidad de nucleobases del
oligonucledtido gque son complementarias a nucleobases en
posiciones correspondientes en el &cido nucleico objetivo
entre la cantidad total de nucleobases en el oligonucledtido.

“Porcentaje de identidad” significa la cantidad de
nucleobases en un primer &cido nucleico que son idénticas a
las nucleobases en posiciones correspondientes en un segundo
acido nucleico, dividida entre la cantidad total de
nucleobases en el primer 4cido nucleico. En algunas
realizaciones, el primer A&cido nucleico es un microARN y el
segundo acido nucleico es un microARN. En algunas
realizaciones, el primer acido nucleico es un oligonucledtido
y el segundo acido nucleico es un oligonucledtido.

“Hibridar” significa el apareamiento de &cidos nucleicos
complementarios que ocurre por medio de la complementariedad
de nucleobases.

“Malemparejamiento” significa una nucleobase de un

primer acido nucleico que no es capaz de emparejarse con una
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nucleobase en una posicidén correspondiente de un segundo
dcido nucleico.

“Idéntico” en el contexto de las secuencias de
nucleobase, significa tener la misma secuencia de nucleobase,
independiente del azucar, enlace vy/o modificaciones de
nucleobase e 1independiente del estado de metilacién de
cualquier pirimidina presente.

“MicroARN” significa un ARN no codificante enddgeno de
entre 18 y 25 nucleobases de longitud, que es producto de la
escisidébn de un pre-microARN mediante la enzima Dicer. Se
encuentran ejemplos de microARN maduros en la base de datos
de microARN denominada miRBase
(http://microrna.sanger.ac.uk/). En algunas realizaciones,
microARN se abrevia “microARN” o “miR.”

“Pre-microARN” o “pre-miR” significa un ARN no
codificante que tiene una estructura de horquilla, que es
producto de la escisién de un pri-miR mediante la
ribonucleasa especifica de ARN bicatenario denominada Drosha.

“Secuencia tallo-bucle” significa un ARN que tiene una
estructura de horquilla y que contiene una secuencia de
microARN maduro. Las secuencias pre-microARN y las secuencias
talle-bucle pueden superponerse. Se encuentran ejemplos de
secuencias tallo-bucle en la Dbase de datos de microARN
denominada miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/).

“Pre-microARN” o) “pre-miR” significa un ARN no
codificante que tiene una estructura de horquilla dgque es
sustrato para la ribonucleasa especifica de ARN bicatenario
Drosha.

“Precursor de microARN” significa un transcrito qgque se
origina a partir de ADN gendmico y que comprende un ARN
estructurado no codificante que comprende una O mas
secuencias de microARN. Por ejemplo, En algunas realizaciones
un precursor de microARN es un pre-microARN. En algunas
realizaciones, un precursor de microARN es un pri-microARN.

“Transcrito regulado por microARN” significa un

transcrito gue es regulado por un microARN. “Transcrito
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monocistrénico” significa un precursor de microARN que
contiene una Unica secuencia de microARN.

“Transcrito policistrénico” significa un precursor de
microARN que contiene dos o mas secuencias de microARN.

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

“Secuencia coincidente con semilla” significa una
secuencia de nucleobase que es complementaria a una secuencia
semilla y que tiene 1la misma longitud gque la secuencia
semilla.

“Compuesto oligomérico” significa un compuesto que
comprende una pluralidad de subunidades monoméricas ligadas.
Los compuestos oligoméricos incluyen oligonucledtidos.

“Oligonucledétido” significa un compuesto que comprende
una pluralidad de nucledsidos ligados, pudiendo estar cada
uno modificado o no modificado, independientes entre si.

“Enlace internucledésido de origen natural” significa un
enlace fosfodiéster de 3’ a 5’ entre nucledsidos.

“AzUcar natural” significa un azlcar que se encuentra en
el ADN (2'-H) o ARN (2’'-0H).

“Enlace internucledésido” significa un enlace covalente
entre nuclebdsidos adyacentes.

“Nuclebsidos 1ligados” significa nucledésidos acoplados
mediante un enlace covalente.

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

“Nuclebdésido” significa una nucleobase ligada a un resto
de azucar.

“Nucledtido” significa un nucledsido que tiene un grupo
fosfato ligado covalentemente a la porcidén de azlGcar de un
nucledsido.

“Compuesto que comprende un oligonucledétido modificado
que consiste en” una cantidad de nucledésidos ligados

significa un compuesto que incluye un oligonucledtido
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modificado que tiene una cantidad especificada de nucledsidos
ligados. Por consiguiente, el compuesto puede incluir
sustituyentes o conjugados adicionales. A menos que se
indique lo contrario, el compuesto no incluye ningun
nucledsido adicional ademéds de los del oligonucledtido.

“Compuesto que comprende un oligonucledétido modificado
que consiste en” una cantidad de nucledésidos ligados
significa un compuesto gque incluye un oligonucledtido
modificado que tiene una cantidad especificada de nucledsidos
ligados. Por consiguiente, el compuesto puede incluir
sustituyentes o conjugados adicionales. A menos que se
indique lo contrario, el compuesto no incluye ningun
nucledsido adicional ademéds de los del oligonucledtido
modificado.

“Oligonucledtido modificado” significa un
oligonucledtido gque tiene una o mas modificaciones con
respecto a un extremo, azlucar, nucleobase y/o enlace
internucledésido de origen natural. Un oligonucledtido
modificado puede comprender nucledsidos no modificados.

“Oligonucledétido modificado de hebra simple” significa
un oligonucledétido modificado que no se hibrida con una hebra
complementaria.

“Nuclebdésido modificado” significa un nuclebdésido que
tiene cualgquier cambio con respecto a un nuclebdésido de origen
natural. Un nucledésido modificado puede tener un azucar
modificado y una nucleobase no modificada. Un nucledsido
modificado puede tener un azlUcar modificado y una nucleobase
modificada. Un nucledésido modificado puede tener un azlcar
natural % una nucleobase modificada. En algunas
realizaciones, el nucledésido modificado es un nucledsido
biciclico. En algunas realizaciones, el nucledsido modificado
es un nucledésido no biciclico.

“Enlace internucledésido modificado” significa cualquier
cambio con respecto a un enlace internucledésido de origen

natural.
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“Enlace internucledésido fosforotioato” significa un
enlace entre nuclebdésidos donde uno de los &tomos que no forma
puentes es un adtomo de azufre.

“Resto de azlcar modificado” significa una sustitucioén
y/o cualgquier cambio con respecto a un azucar natural.

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

“S5-metilcitosina” significa una citosina que comprende
un grupo metilo acoplado a la posicidn 5.

“Citosina no metilada” significa wuna citosina gque no
tiene un grupo metilo acoplado a la posicidn 5.

“Nucleobase modificada” significa cualquier nucleobase
que no es un nucleobase no modificada.

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

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

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

“Resto de aztcar modificado” significa wun resto de
azlucar sustituido o un subrogado de azlcar.

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

“Subrogado de aztcar" significa una estructura que no

comprende un furanosilo y que es capaz de reemplazar el
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furanosilo de origen natural de un nucledbdésido, de forma que
el nucledésido resultante sea capaz de (1) incorporarse a un
oligonucledétido W% (2) hibridarse con un nucledsido
complementario. Dichas estructuras incluyen cambios
relativamente simples en el furanosilo, tales como anillos
que comprenden una cantidad diferente de &tomos (por ejemplo,
anillos de 4, 6 o 7 miembros); reemplazo del oxigeno del
furanosilo con un &tomo que no es oxigeno (por ejemplo,
carbono, azufre o nitrdgeno); o un cambio en la cantidad de
atomos y un reemplazo del oxigeno. Dichas estructuras
también pueden comprender sustituciones correspondientes a
las descritas para los restos de azuUcar sustituidos (por
ejemplo, subrogados de azUcar de 6 miembros carbociclicos
biciclicos que comprenden opcionalmente sustituyentes
adicionales). Los subrogados de azucar también incluyen
reemplazos de azlUcar mas complejos (por ejemplo, los sistemas
no anulares del &cido nucleico peptidico). Los subrogados de
azlcar incluyen, a modo no taxativo, morfolinos,
ciclohexenilos y ciclohexitoles.

“AztGcar 2'-0O-metilo” o “aztcar 2’'-0Me” significa un
azlcar que tiene una modificacién de O-metilo en la posiciédn
27 .

“Azlcar 2’'-O-metoxietilo” o “azlUcar 2’'-MOE” significa un
azucar qgque tiene una modificacién de O-metoxietilo en 1la
posicidén 27.

“Azucar 2’'-0-fluoro” o “azlUcar 2’-F” significa un azlcar
que tiene una modificacién de fluoro en la posicidn 27.

“Resto de azlUcar biciclico” significa un resto de azlcar
modificado que comprende un anillo de 4 a 7 miembros
(incluido, a modo no taxativo, un furanosilo) que comprende
un puente que conecta dos adtomos del anillo de 4 a 7 miembros

para formar un segundo anillo, resultando en una estructura

biciclica. En algunas realizaciones, el anillo de 4 a 7
miembros es un anillo de azulcar. En algunas realizaciones,
el anillo de 4 a 7 miembros es un furanosilo. En algunas
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realizaciones, el puente conecta el carbono en 2’ y el
carbono en 4’ del furanosilo.

“Resto de azucar de &acido nucleico Dblogueado (LNA)”
significa un resto de azlGcar sustituido que comprende un
puente (CH,;)-0 entre los atomos del anillo furanosa en 4’ vy
27 .

“Resto de azlcar ENA” significa un resto de azlcar
sustituido que comprende un puente (CH;),-O entre los &tomos
del anillo furanosa en 4’ y 2’.

“Resto de azucar de etilo limitado (cEt)” significa un
resto de azlcar sustituido que comprende un puente CH(CHs)-0
entre los atomos del anillo furanosa en 4’ y 2’'. En algunas
realizaciones, el puente CH(CHs3)-0O se limita en el sentido S.
En algunas realizaciones, el (CH;),-O se limita en el sentido
R.

“Resto de azucar S-cEt” significa un resto de azlcar
sustituido que comprende un puente CH(CHs3)-O limitado en S
entre los atomos del anillo furanosa en 4’ y 27'.

“Resto de azucar R-cEt” significa un resto de azlcar
sustituido que comprende un puente CH(CH3)-O limitado en R
entre los atomos del anillo furanosa en 4’ y 27’.

Nucledsido W27 -0O-metilo” significa un nucledbdsido
modificado en 2’ que tiene una modificacidén de aztucar 2’-0-
metilo.

Nucledésido “2'-O-metoxietilo” significa un nucledsido
modificado en 2’ que tiene una modificacidén de azucar 2’-0-
metoxietilo. Un nucledsido 2’'-O-metoxietilo puede comprender
una nucleobase modificada o no modificada.

“Nuclebdsido 2" -fluoro” significa un nucledbdsido
modificado en 2’ que tiene una modificacidén de aztcar 2'-
fluoro. Un nucledsido 2"-fluoro puede comprender una
nucleobase modificada o no modificada.

“Nuclebdsido biciclico” significa un nucledsido
modificado en 2’ que tiene un resto de azlcar biciclico. Un
nucledsido biciclico puede comprender una nucleobase

modificada o no modificada.
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“Nuclebdésido cEt” significa un nucledésido que comprende
un resto de azucar cEt. Un nucledésido cEt puede comprender
una nucleobase modificada o no modificada.

“Nuclebésido S-cEt” significa un nuclebdésido que comprende
un resto de azucar S-cEt.

“Nuclebdésido R-cEt” significa un nucledbdésido que comprende
un resto de azucar R-cEt.

“Nuclebdésido no biciclico” significa un nucledbdésido que
tiene un azlcar distinto a un azlUcar biciclico. En algunas
realizaciones, un nucledésido no biciclico comprende un azucar
de origen natural. En algunas realizaciones, un nucledbdsido no
biciclico comprende un azucar modificado. En algunas
realizaciones, un nuclebésido no biciclico es un B-D-
desoxirribonucledsido. En algunas realizaciones, un
nucledsido no biciclico es un nucledsido 2’ -O-metoxietilo.

“B-D-desoxirribonuclebdésido” significa un nucledbdsido de
ADN de origen natural. Un p-D-desoxirribonucledsido puede
comprender una nucleobase modificada o no modificada.

“B-D-ribonucledsido” significa un nucledsido de ARN de
origen natural. Un p-D-ribonucledsido puede comprender una
nucleobase modificada o no modificada.

“Nuclebdésido LNA” significa un nuclebdésido gque comprende
un resto de azlcar LNA.

“Nuclebdésido ENA” significa un nucledésido gque comprende
un resto de azlcar ENA.

“Motivo” significa un patrén de nucleobases, azucares
y/o0 enlaces internucledsidos modificados y/o no modificados
en un oligonucledétido. En algunas realizaciones, un motivo es
un patrén nucleosidico.

“Patrdn nucleosidico” significa un patroén de
modificaciones de nucledbdsidos en un oligonucledtido
modificado o una regidén del mismo. Un patrdé4n nucleosidico es
un motivo que describe la disposicidén de las modificaciones

de nucledésidos en un oligonucledtido.
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“Oligonucledétido completamente modificado” significa que
cada nucleobase, cada azucar y/o cada enlace internucledsido
estd modificado.

“Oligonucledétido modificado uniformemente” significa que
cada nucleobase, cada azucar y/o cada enlace internucledsido
tiene la misma modificacidén en todo el oligonucledtido
modificado.

“Modificacién estabilizante” significa una modificacién
en un nucledsido que proporciona estabilidad mejorada a un
oligonucleétido modificado, en presencia de nucleasas, con
respecto a las proporcionadas por los 2’-desoxinucledsidos
ligados mediante enlaces internucledsidos fosfodiéster. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, un modificacidn
estabilizante es un modificacidén de nucledsido estabilizante.
En algunas realizaciones, un modificacidén estabilizante es un
modificacidén de enlace internucledsido.

“Nucledbdsido estabilizante" significa un nucledsido
modificado para proporcionar estabilidad de nucleasa mejorada
a un oligonucledtido, con respecto a la proporcionada por un
2" —desoxinucledsido. En un realizacién, un nucledsido
estabilizante es un nucledésido modificado en 2'.

“Enlace internucledbdésido estabilizante" significa un
enlace internucledsido que proporciona estabilidad de
nucleasa mejorada a un oligonucledétido con respecto a la
proporcionada mediante un enlace internucledésido
fosfodiéster. En una realizacidén, el enlace internucledsido
estabilizante es un enlace internuclebdésido fosforotioato.

“Individuo” significa wun humano o animal no humano
seleccionado para tratamiento o terapia.

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

Un “individuo gque se sospecha que tiene” significa un
individuo que exhibe uno o més indicadores clinicos de una

enfermedad.
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“Administrar” significa proporciona un agente o)
composicién farmacéutico a un individuo, e incluye, a modo no
taxativo, administracién por medio de un profesional médico vy
autoadministracién.

“Administracién parenteral” significa administracidén a
través de inyeccién o infusidn.

Administracidén parenteral incluye, a modo no taxativo,
administracién subcuténea, administracién intravenosa o
administracidédn intramuscular.

“Administracidén subcutédnea” significa administracién
justo por debajo de la piel.

“Administracién intravenosa” significa administracidén en
una vena.

“Administracién intracardiaca” significa administracién
en el corazdédn. En algunas realizaciones, la administracidn
intracardiaca ocurre por medio de un catéter. En algunas
realizaciones, la administracidédn intracardiaca ocurre por
medio de cirugia a corazdn abierto.

“Administraciédn pulmonar” significa administracién a los
pulmones.

“Administrados concomitantemente” se refiere a la
coadministracién de dos agentes de una forma en que los
efectos farmacoldégicos de ambos se manifiesten en el paciente
al mismo tiempo. La administracidén concomitante no requiere
que ambos agentes se administren en una Unica composicidn
farmacéutica, ni en la misma forma de dosificacién ni
mediante la misma via de administracién. No es necesario que
los efectos de ambos agentes se manifiesten al mismo tiempo.
Los efectos solo deben superponerse durante un periodo de
tiempo y no necesitan ser coextensivos.

“Duracién” significa el periodo de tiempo en el gue una
actividad o evento continua. En algunas realizaciones, la
duracién del tratamiento es el periodo de tiempo en que se
administran dosis de un agente farmacéutico o composicidn

farmacéutica.
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“Terapia” significa un método de tratamiento de
enfermedad. En algunas realizaciones, la terapia incluye, a
modo no taxativo, quimioterapia, radioterapia o)
administracién de un agente farmacéutico.

“Tratamiento” significa la aplicacién de uno o més
procedimientos especificos usados para la cura o mejora de
una enfermedad. En algunas realizaciones, el procedimiento
especifico es la administracién de uno o mas agentes
farmacéuticos.

“Mejora” significa la disminucidén de la gravedad de al
menos un indicador de una afeccidén o enfermedad. En algunas
realizaciones, la mejora incluye un retraso o enlentecimiento
en la progresidén de uno o mas indicadores de una afeccidén o
enfermedad. La gravedad de los indicadores puede determinarse
mediante mediciones subjetivas u objetivas que son conocidas
para los expertos en la técnica.

“En riesgo de desarrollar” significa el estado en que un
individuo estd predispuesto a desarrollar una afeccidn o
enfermedad. En determinas realizaciones, un individuo en
riesgo de desarrollar una afeccidén o enfermedad exhibe uno o
mas sintomas de la afeccidén o enfermedad, pero no exhibe una
cantidad suficiente de sintomas para recibir el diagnéstico
de la afeccién o enfermedad. En determinas realizaciones, un
individuo en riesgo de desarrollar una afeccidén o enfermedad
exhibe uno o mas sintomas de la afeccién o enfermedad, pero
en una medida menor a la necesaria para recibir el
diagnéstico de la afeccién o enfermedad.

“Evitar el inicio de” significa evitar el desarrollo de
una afeccién o enfermedad en un individuo que estd en riesgo
de desarrollar la enfermedad o afeccidn. En algunas
realizaciones, un individuo en riesgo de desarrollar 1la
enfermedad o afeccidén recibe un tratamiento similar al
tratamiento recibido por un individuo que vya tiene 1la
enfermedad o afeccidn.

“Retrasar el inicio de” significa retrasar el desarrollo

de una afeccidén o enfermedad en un individuo que estd en
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riesgo de desarrollar la enfermedad o afeccidn. En algunas
realizaciones, un individuo en riesgo de desarrollar la
enfermedad o afeccidén recibe un tratamiento similar al
tratamiento recibido por un individuo que vya tiene 1la
enfermedad o afeccidn.

“Agente terapéutico” significa un agente farmacéutico
usado para la cura, mejora o prevencién de un enfermedad.

“Dosis” significa una cantidad especificada de un agente
farmacéutico proporcionado en una Unica administracidédn. En
algunas realizaciones, una dosis puede administrarse en dos o
mas bolos, comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, donde se desea la administracidén subcuténea,
la dosis deseada requiere un volumen gue no se suministra
facilmente mediante una inica inyeccién. En dichas
realizaciones, se pueden usar dos o© mas 1inyecciones para
alcanzar la dosis deseada. En algunas realizaciones, una
dosis puede administrarse en dos o mas 1inyecciones para
minimizar la reaccidén del sitio de inyeccidn en un individuo.
En algunas realizaciones, una dosis se administra como una
infusién lenta.

“Unidad de dosificacién” significa una forma en la que
se proporciona una agente farmacéutico. En algunas
realizaciones, una unidad de dosificacidén es un vial que
contiene oligonucledétido liofilizado. En algunas
realizaciones, una unidad de dosificacidén es un vial que
contiene oligonucledétido reconstituido.

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

“Composicidén farmacéutica” significa una mezcla de
sustancias adecuadas para administrar a un individuo que
incluye un agente farmacéutico. Por ejemplo, una composicidn
farmacéutica puede comprender una solucidédn acuosa estéril.

“Agente farmacéutico” significa una sustancia que
proporciona un efecto terapéutico cuando se administra a un

individuo.
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“Ingrediente farmacéutico activo” significa la sustancia
en una composicidén farmacéutica gque proporciona un efecto
deseado.

“Funcidén organica mejorada” significa una cambio en una
funcién organica hacia limites normales. En algunas
realizaciones, una funcidén orgédnica se evalta midiendo
moléculas encontradas en la sangre de un individuo. Por
ejemplo, En algunas realizaciones, la funcidén  hepética
mejorada se mide por medio de una reduccidn en los niveles de
transaminasa hepaticas en sangre.

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

“Efecto secundario” significa una respuesta fisioldgica
atribuible a un tratamiento distinto a los efectos deseados.
En algunas realizaciones, los efectos secundarios incluyen, a
modo no taxativo, reacciones en el sitio de inyecciédn,
anormalidades en la prueba de funcidn hepatica, anormalidades
en la funcidén renal, toxicidad hepética, toxicidad renal,
anormalidades en el sistema nervioso central y miopatias.
Dichos efectos secundarios pueden detectarse directa o
indirectamente. Por ejemplo, niveles aumentados de
aminotransferasa en suero pueden indicar toxicidad hepética o
anormalidad en la funcién hepética. Por ejemplo, bilirrubina
aumentada puede indicar toxicidad hepéatica o anormalidad en
la funcién hepatica.

“Reaccidén en el sitio de inyeccidén” significa
inflamacién o enrojecimiento anormal de la piel en un sitio
de inyeccidén en un individuo.

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

“Cumplir” significa 1la observancia de una terapia

recomendada por parte de un individuo.
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“Terapia recomendada” significa un tratamiento
recomendado por un profesional médico para tratar, mejorar,
retrasar o prevenir una enfermedad.

Presentacion

El miR-21 es un microARN expresado ubicuamente que esté
relacionado con una variedad de procesos celulares, incluidos
diferenciacién, proliferacidén, apoptosis y el recambio de
matriz celular. Adicionalmente, el miR-21 se asocia con
miultiples enfermedades. El1 miR-21 frecuentemente aparece
aumentado en el céancer, y la 1inhibicién de miR-21 ha
demostrado una reduccidén en el crecimiento tumoral en varios
modelos animales de céncer. La inhibicidén de miR-21 en un
modelo animal de hipertrofia cardiaca demostrdé que miR-21
tiene un papel en la enfermedad cardiaca. Se demostrd que
tiene un papel en la fibrosis en modelos animales de fibrosis
cardiaca, fibrosis renal y fibrosis pulmonar. Un estudio de
la inhibicidén de miR-21 en un modelo de explantes de tejido
ilustrdé que la inhibicidén de miR-21 promueve la curacidn de
heridas. Como tal, los inhibidores de miR-21 son utiles en
una variedad de escenarios investigativos y clinicos.

Para identificar inhibidores potentes de miR-21, se
diseflaron grandes cantidades de compuestos anti-miR-21. Los
compuestos variaban en longitud, en la cantidad, disposicién
e identidad de los nucledésidos biciclicos y los nucledsidos
no biciclicos. Una serie inicial de compuestos se sometid a
prueba en un ensayo de luciferasa in vitro, que identificd un
subconjunto de compuestos como compuestos activos in
vitro. Estos compuestos activos 1in vitro a continuacidén se
evaluaron en ensayos 1in vivo para identificar aquellos
compuestos que son inhibidores potentes de miR-21 in vivo. A
partir de las detecciones iniciales in vitro e 1in vivo, se
seleccionaron determinados compuestos como la base para el
disefio de compuestos adicionales. Las correlaciones
observadas experimentalmente entre la estructura vy la
actividad (in vitro e 1in vivo) se usaron para informar el

disefio de estos compuestos adicionales, con variaciones
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adicionales en la longitud, seleccidén y disposicidédn de 1los
nucledsidos biciclicos y no biciclicos. A continuacidn, se
repitieron los ensayos de deteccidén in vitro e 1in vivo para
estos compuestos adicionales. Determinados compuestos
también de evaluaron para determinar otras propiedades, por
ejemplo, susceptibilidad a la actividad de exonucleasa. Se
observé que los compuestos mads activos in vitro no eran
necesariamente los compuestos mas activos in vivo y ademas
que algunos compuestos moderadamente activos in vitro eran
compuestos altamente activos in vivo. De 178 compuestos
sometidos a deteccidén in vitro durante este proceso, se
identificaron 60 como activos en el ensayo de luciferasa. De
estos 60 compuestos activos in vitro, se identificdé un
subconjunto como activo in vivo. A lo largo de este proceso
iterativo de disefio y deteccidén de compuestos, se observd que
los compuestos que tenian patrones especificos de
modificaciones Dbiciclicas y no biciclicas eran inhibidores
potentes de miR-21in vivo. Como tal, estos compuestos son
utiles para la modulacidén de los procesos celulares que son
promovidos por la actividad de miR-21. Ademas, dichos
compuestos son Utiles para tratar, prevenir y/o retrasar el
inicio de enfermedades asociadas con miR-21. Dichas
enfermedades puede caracterizarse por la expresioén
anormalmente alta de miR-21, con respecto a muestras no
enfermas. Dichas enfermedades incluyen, a modo no taxativo,
fibrosis, lesién renal aguda, hipertrofia cardiaca, infarto
de miocardio y cancer. Adicionalmente, las composiciones vy
métodos proporcionados en la presente pueden usarse para
promover la curaciédn de heridas.
Determinados oligonucledtidos modificados dirigidos a miR-21
En la presente se proporcionan oligonucledtidos
modificados que tienen determinados patrones de nucledsidos
biciclicos y no biciclicos. Los oligonuclebétidos modificados
que tienen los patrones identificados en 1la presente son

inhibidores efectivos de la actividad de miR-21.
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Cada uno de los patrones de nucledsidos ilustrados en la
presente se muestran en el sentido 5" a 3’.

En algunas realizaciones, se proporcionan en la presente
compuestos que comprenden un oligonucledétido modificado que
consiste en 8 a 22 nucledésidos ligados, en donde la secuencia
de nucleobase del oligonucledétido modificado es
complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) vy en donde el
oligonucledétido modificado comprende al menos 8 nucledsidos
contiguos del siguiente patrdédn de nucledsidos I en el sentido
5/ a 3':

(R) x—NP-N9-N2-N®- (N9-N2-N9-N®) ;-N9-N*
en donde cada R es un nucledsido no biciclico; X es de 1 a 4;
cada N° es un nucleésido biciclico;
cada N° es un nucleésido no biciclico; vy
cada N” es un nucleésido modificado.
En algunas realizaciones del patrdn de nucledsidos

es En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos

~

XX X X

es En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos

~

H = H H

1
2
es 3. En algunas realizaciones del patrdn de nucledsidos
es 4
En algunas realizaciones, se proporcionan en la presente
compuestos que comprenden un oligonucledétido modificado 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) vy en donde el
oligonucledétido modificado comprende al menos 8 nucledbdsidos
contiguos del siguiente patrén de nucledsidos II en el
sentido 5’ a 3':
N"-NP-N2-N?-N°- (N®-N®-N?-N®) 3-N®-N*
en donde N' es un nucledésido modificado que no es un
nucledésido biciclico;
cada N° es un nucleésido biciclico;
cada N° es un nuclebésido no biciclico; vy
N” es un nucledésido modificado.
En algunas realizaciones, se proporcionan en la presente

compuestos que comprenden un oligonucledétido modificado que
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consiste en 8 a 22 nucledésidos ligados, en donde la secuencia
de nucleobase del oligonucledétido modificado es
complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) vy en donde el
oligonucledétido modificado comprende al menos 8 nucledsidos
contiguos del siguiente patrdédn de nucledsidos III en el
sentido 5" a 3':

(R) x=NP-N2-N2-N®- (N9-N2-N2-N?®) ;-N*-N*

en donde cada R es un nucledsido no biciclico; X es de 1
a 4;
cada N° es un nucleésido biciclico;
cada N? es un nucleésido no biciclico;

N’ es un nucledésido modificado o un nucleésido no modificado;
y
cada N” es un nucleésido modificado.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos III,
X es 1. En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos I,
X es 2. En algunas realizaciones del patrdén de nucledbdsidos
ITI, X es 3. En algunas realizaciones del patrédn de
nucledésidos III, X es 4.

En algunas realizaciones, se proporcionan en la presente
compuestos que comprenden un oligonucledétido modificado 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) vy en donde el
oligonucledétido modificado comprende al menos 8 nucledbdsidos
contiguos del siguiente patrén de nucledsidos IV en el
sentido 5’ a 3':

NY-NB-N?-N2-N®- (N9-N2-N2-N®) ;-NY-N?

en donde N' es un nucleésido modificado que no es un
nucledésido biciclico;

cada N° es un nucleésido biciclico;

cada N? es un nucleésido no biciclico;

N’ es un nucledsido modificado o un nucleésido no modificado;

Y

N? es un nucledsido modificado.

40



10

15

20

25

30

En algunas realizaciones, se proporcionan en la presente
compuestos que comprenden un oligonucledétido modificado que
consiste en 8 a 19 nucledésidos ligados, en donde la secuencia
de nucleobase del oligonucledétido modificado es
complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1) vy en donde el
oligonucledétido modificado comprende al menos 8 nucledsidos
contiguos del siguiente patrén de nucledsidos V en el sentido
5" a 3’:

N"-N®- (N®-N?-NP-NP) ,-N*

en donde N' es un nucledésido modificado que no es un
nucledsido biciclico;

cada N° es un nucleésido biciclico;

cada N° es un nucleésido no biciclico; vy

N’ es un nucleésido modificado.

Las siguientes realizaciones son aplicables a cualquiera
de los patrones de nuclebdsidos descritos en la presente,
incluidos los patrones de nucledbdsidos I a V.

En algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado
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 o 22
nucledsidos contiguos de un patrdédn de nucledsidos descrito en
la presente.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en 1la presente, la secuencia de
nucleobase del oligonucledétido modificado es al menos 90%
complementaria a miR-21 (SEQ ID NO: 1). En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleobase del oligonucledtido
modificado es al menos 95% complementaria a (SEQ ID NO: 1).
En algunas realizaciones, la secuencia de nucleobase del
oligonucledétido modificado es al menos 100% complementaria a
(SEQ ID NO: 1).

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente, la secuencia de
nucleobase del oligonucledtido modificado es complementaria a

miR-21 de forma que la posicién 1 del microARN se empareja
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con la nucleobase del extremo 3’ del oligonucledétido. Por
ejemplo:
5’ -UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’" (miR-21; SEQ ID NO: 1)
FEETEEEEr e
37" -ATCGAATAGTCTGACTACA-5’ (un anti-miR-21; SEQ ID NO: 3);
5’ -UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’ (miR-21; SEQ ID NO: 1)
FEETETEErrr el
3" -ATCGAATAGTCTGACTACAACT-5" (un anti-miR-21; SEQ ID NO: 4).

Se entendera que en SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4, cada
“T” en la secuencia puede ser independientemente una
nucleobase “T” o una nucleobase “U” y que un compuesto que
tiene la secuencia de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 puede
comprender todas las T, todas las U o cualquier combinacidn
de U y T. Por consiguiente, la presencia de “T” en varias
posiciones en SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4 a lo largo de 1la
presente divulgacidén en el listado de secuencias adjunto, no
es limitante con respecto a si dicha nucleobase especifica es
una “T” o una “U.”

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledbdsidos descritos en la presente, cada nucledsido
biciclico se selecciona independientemente de un nucledsido
ILNA, un nuclebésido cEt y un nucledésido ENA. En algunas
realizaciones, los restos de aztcar de al menos dos
nucledésidos biciclicos son diferentes entre si. En algunas
realizaciones, todos 1los nucledsidos biciclicos tienen 1los
mismos restos de azucar. En algunas realizaciones, cada
nucledésido biciclico es un nucledésido cEt. En algunas
realizaciones, cada nucledésido biciclico es un nucledsido
LNA.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledésidos descritos en la presente, un nucledbdsido cEt es
un nucledsido S-cEt. En algunas realizaciones de cualqgquiera
de los patrones de nucledsidos descritos en la presente, un
nucledésido cEt es un nucledsido R-cEt.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones

de nucledsidos descritos en la presente, cada nucledsido no
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biciclico se selecciona independientemente de un [(-D-
desoxirribonucledésido, un (-D-ribonucledésido, un nucledbdsido
2"-O-metilo, un nucledbsido 2" -O-metoxietilo y un 27 -
fluoronucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente, cada nucledésido no
biciclico se selecciona independientemente de un [(-D-
desoxirribonucledésido y un nucledsido 2’ -O-metoxietilo.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nuclebsidos descritos en la presente, al menos dos
nucledsidos biciclicos comprenden restos de azlcar que son
diferentes entre si y se seleccionan independientemente de un
B-D-desoxirribonucledsido, un B-D-ribonucledbsido, un
nucledésido 2’-0O-metilo, un nucledsido 2’-O-metoxietilo y un
2’ -fluoronucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nuclebdsidos descritos en la presente, al menos dos
nucledsidos biciclicos comprenden restos de azlcar que son
diferentes entre si y se seleccionan independientemente de un
B-D-desoxirribonucledésido y un nucledsido 2’ -O-metoxietilo.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente, cada nuclebdsido no
biciclico tiene el mismo tipo de resto de aztcar y se
selecciona de B-D-desoxirribonucledésido, un B-D-
ribonucledésido, un nucledsido 2’-O-metilo, un nucledsido 27 -
O-metoxietilo y un 2’-fluoronucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente, cada nuclebdsido no
biciclico es un B-D-desoxirribonucledsido. En algunas
realizaciones, cada nucledésido no biciclico es un nucledsido
2" -O-metilo.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente, no mas de 3 de 1los
nucledésidos no biciclicos son nucledsidos 2’-O-metoxietilo.
En algunas realizaciones, no mas de 2 de los nuclebdsidos no

biciclicos son nucledsidos 2’'-O-metoxietilo. En algunas
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realizaciones, no mads de 1 de los nucledésidos no biciclicos
es un nucledsido 2’ -O-metoxietilo.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledésidos descritos en la presente, un nucledsido no
biciclico es un nuclebdésido 2’'-MOE y cada uno de los otros
nucledsidos no biciclicos es un B-D-desoxirribonucledbdésido. En
algunas realizaciones, dos nucledésidos no biciclicos son
nucledsidos 2’-O-metoxietilo y cada uno de los otros
nucledsidos no biciclicos es un B-D-desoxirribonucledsido. En
algunas realizaciones, tres nucledsidos no biciclicos son
nucledsidos 2’-O-metoxietilo y cada uno de los otros
nucledsidos no biciclicos es un R-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente, los nuclebdsidos no
biciclicos mas hacia 5’ y los nucledésidos no biciclicos méas
hacia 3’son nucledsidos 2’'-O-metoxietilo y cada uno de 1los
otros nucledsidos no biciclicos es un B-D-
desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones de cualquier patrdén de
nucledsidos I, donde X es 4, cada nucledésido de R es un 2’ -0-
metoxietilo. En algunas realizaciones de cualquier patrdn de
nucledsidos I, donde X es 4, dos nuclebdsidos de R son B-D-
desoxirribonucledsidos y dos nuclebdsidos de R son nucledsidos
2’ -O-metoxietilo. En algunas realizaciones de cualquier
patrén de nuclebdsidos I, donde X es 4, tres nuclebdsidos de R
son Pf-D-desoxirribonucledésidos y un nucledésido de R es un
nucledésido 2’ -O-metoxietilo.

Es determinadas realizaciones del patrdén de nucledsidos
I, R es NU-NF-N®-N* donde N® es un nucleésido 2’/-MOE, NF? es
un f-D-desoxirribonucledsido, NR3 es un R-D-
desoxirribonucleésido y N* es un B-D-desoxirribonucledsido.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I, R
consiste en cuatro nuclebsidos ligados NF'-N®?-N®°-N®*, en donde
N® es un nucledésido 2’-O-metoxietilo y cada uno de NF?-N®2-NF4
es un PR-D-desoxirribonucleésido; cada N° es un nuclebésido S-

cEt; cada N® es un p-D-desoxirribonucledésido; y N” es un
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nucledsido 2’'-O-metoxietilo. En algunas realizaciones, el
oligonuclebétido modificado tiene la secuencia de nucleobase
de SEQ ID NO: 4, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I, X
es 1 vy cada nuclebdésido de R es un nucledésido 2'-0-
metoxietilo; cada NP es un nucledésido S-cEt; cada N° es un
nucledésido 2’-O-metoxietilo; y N’ es un nuclebdésido 2’-0-
metoxietilo. En algunas realizaciones, el oligonucledtido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3,
en donde cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos I, X
es 4 vy cada nucleb6ésido de R es un nucledsido 2'-0-
metoxietilo; cada N° es un nucledésido S-cEt; cada N° es un
nucledésido 2’-O-metoxietilo; y N’ es un nuclebésido 2’-0-
metoxietilo. En algunas realizaciones, el oligonucledtido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 4,
en donde cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos 1T,
N" es un 2’-O-metoxietil nucledésido; cada N° es un nucledbsido
S-cEt; cada N? es un B-D-desoxirribonucleésido; y N” es un 2’ -
O-metoxietil nucledsido. En algunas realizaciones, el
oligonucledétido modificado tiene la secuencia de nucleobase
de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos II,
N" es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; cada N° es un nucledbsido
S-cEt; cada N° es un p-D-desoxirribonucleésido; y N? es un
nucledbdsido S-cEt. En algunas realizaciones, el
oligonucledétido modificado tiene la secuencia de nucleobase
de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos 1T,

N es un nucledsido 2’ -O-metoxietilo; cada N® es un nucledsido
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INA; cada N° es un pB-D-desoxirribonucledsido; y N? es un
nucledsido 2’'-O-metoxietilo. En algunas realizaciones, el
oligonuclebétido modificado tiene la secuencia de nucleobase
de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se
selecciona independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos 1II,
N" es un nucledsido 2’/-O-metoxietilo; cada N® es un nucledsido
INA; cada N° es un pB-D-desoxirribonucledsido; y N’ es un
nucledsido LNA. En algunas realizaciones, el oligonucledtido
modificado tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3,
en donde cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledbsidos III,
R es un nuclebdésido modificado que no es un nucledsido
biciclico; yv x es 1. En algunas realizaciones del patrdédn de
nucledsidos III, R es un nucledsido modificado que no es un
nucledésido biciclico; y x es 1; y cada N® es un nucledsido no
modificado. En algunas realizaciones del patrdén de
nucledsidos III, R es un nucledsido modificado que no es un
nucledésido biciclico; x es 1; cada N° es un nucledsido no
modificado; cada N° se selecciona independientemente de un
nucledésido S-cEt y un nuclebésido LNA; y N’ se selecciona de
un R-D-desoxirribonucledésido, un nucledsido 2’ -O-metoxietilo,
un nuclebdésido S-cEt y un nucledsido LNA. En algunas
realizaciones del patrén de nuclebdésidos III, R es un
nucledésido modificado que no es un nucledsido biciclico; y x
es 1; y cada N° es un B-D-desoxirribonucledsido. En algunas
realizaciones del patrén de nuclebdésidos III, R es un
nucledsido modificado gue no es un nucledsido biciclico; x es
1; cada N? es un p-D-desoxirribonucledsido; cada NP se

selecciona independientemente de un nucledésido S-cEt y un

nucledsido LNA; y N* se selecciona de un B-D-
desoxirribonucledsido, un nucledsido 2’'-O-metoxietilo, un
nucleésido S-cEt y un nucledésido  LNA. En algunas

realizaciones del ©patrén de nuclebdésidos III, R es un

nucledsido modificado que no es un nucledbdsido biciclico; x es
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1; cada N? es un nuclebésido no modificado; cada N°® es un
nucledbdsido S-cEt; % NY se selecciona de un R-D-
desoxirribonucledésido, un nucledésido 2’'-O-metoxietilo y un
nucledésido S-cEt. En algunas realizaciones del patrdédn de
nucledsidos III, R es un nucledésido modificado gque no es un
nucledésido Dbiciclico; X es 1; cada N? es un B-D-
desoxirribonucledésido; cada N® es un nucledésido S-cEt; y N' se
selecciona de un pB-D-desoxirribonucledésido, un nucledsido 2’ -
O-metoxietilo y un nucledsido S-cEt. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado del patrdén III
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, en donde
cada T en la secuencia se selecciona independientemente de T
y U.

En algunas realizaciones del patrdén de nucledsidos IV,
N" es un nucleésido 2’ -O-metoxietilo; cada N® se selecciona de
un nucledésido S-cEt y un nuclebdsido LNA; cada N° se
selecciona de un pB-D-desoxirribonucledésido y un nucledsido
2’ -O-metoxietilo; N’ se selecciona de un nuclebdésido 2/-0-
metoxietilo, un nucledésido S-cEt, un nucledbsido LNA y un R-D-
desoxirribonucleésido; y N’ se selecciona de un nucledsido
2’ -O-metoxietilo, un nucledésido LNA y un nucledsido S-cEt.
En algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado del
patrén IV tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3,
en donde cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos 1V,
N" es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; cada N° es un nucledbsido
S-cEt; cada N? se selecciona de un p-D-desoxirribonucledsido
y un nucledsido 2’-O-metoxietilo; N' se selecciona de un
nucledésido 2’-O-metoxietilo, un nucledésido S-cEt y un p-D-
desoxirribonucledésido; y N? se selecciona de un nucledsido
2’ -O-metoxietilo 'y un nuclebdsido S-cEt. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado del patrdén IV
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, en donde
cada T en la secuencia se selecciona independientemente de T

y U.
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En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos 1V,
N" es un 2’-O-metoxietil nucleésido; cada N® es un nucledsido
S-cEt; cada N° es un p-D-desoxirribonucleésido; NY es un
nucledésido S-cEt; N’ es un nuclebdsido S-cEt. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado del patrdén IV
tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, en donde

cada T en la secuencia se selecciona independientemente de T

y U.

En algunas realizaciones del patrén de nucledsidos v, N

es un nucledbésido 2’-O-metoxietilo; cada N® se selecciona de
un nucledésido S-cEt y un nuclebdsido LNA; cada N° se
selecciona de un B-D-desoxirribonucledsido y un nucledsido
2’ -O-metoxietilo; y N’ se selecciona de un nucledsido 2/-0-
metoxietilo, un nuclebdésido LNA y un nucledbdsido S-cEt. En
algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado del
patrdén V tiene la secuencia de nucleobase de SEQ ID NO: 3, en
donde cada T en la secuencia se selecciona independientemente
de T y U.

En algunas realizaciones del patrén de nucleédsidos Vv, N
es un 2’'-O-metoxietil nucledsido; cada N° es un nucledsido S-
cEt; cada N?® es wun B-D-desoxirribonucledésido; y N? se
selecciona de un nucledsido 2’-O-metoxietilo y un nucledsido
S-cEt. En algunas realizaciones, el oligonucledtido
modificado del patré4n V tiene la secuencia de nucleobase de
SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia se selecciona
independientemente de T y U.

En algunas realizaciones del patrédn de nuclebdsidos Vv, NY
es un nucleésido 2’-O-metoxietilo; cada N° es un nucledsido
S-cEt; cada N° es un p-D-desoxirribonucleésido; y N? es un
nucledsido 2’-O-metoxietilo. En algunas realizaciones, el
oligonucledétido modificado del patrdén V tiene la secuencia de
nucleobase de SEQ ID NO: 3, en donde cada T en la secuencia
se selecciona independientemente de T y U.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado en
la presente tiene una secuencia de nucleobase y

modificaciones tales como se muestran en la Tabla 1. Las
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modificaciones de nucledésidos se indican tal como se muestra:
los nucledésidos no seguidos por un subindice indican B-D-
desoxirribonucledsidos; los nucledésidos seguidos por un
subindice “E” indican nucledésidos 2’-MOE; los nucledbdsidos
seguidos por un subindice “L” son nuclebésidos LNA; 1los
nucledsidos seguidos por un subindice “S” indican nucledbsidos
S-cEt. Cada enlace internucledsido es un enlace
internucledésido fosforotioato. E1 superindice “Me” indica un
grupo S5-metilo en la base del nucledsido.

Tabla 1: Compuestos anti-miR-21

Compuesto SEQ ID
Secuencia y quimica (5’ a 3’)

No. NO
25068 T °CpApApCsArTrCsArGrTrCsTrGrArUsArArGrCsTrAr | 4
25070 ArCsATCsAGTCsTGAUSAAGCSTAg 3
25072 ArCsApTrCsArGeTECsTrGrArUsAgArGECsTrAE 3
25082 Ty CCAACSATCsAGTCsTGAUSAAGCsTAg 4
25922 A °CsAT"CsAGT " CsTGATsAAG ™ CsTAg 3
25923 ArCsATCsAGTCsTGAUSAAGCSTAS 3
25924 Ag °CsATCsAGT"CsTGATsAAG ™ CsTAS 3
25114 Ag °CLAT"®C AGT"C TGAT AAG " C TAg 3
25115 Ag °CLAT"CLAGT"C TGAT AAG °CLTA, 3
25221 AgCsATCsAGTCsTGAUSAAGCsUsAg 3
25220 AgCsATCsAsGTCsUsGAUsASAGCsUSAE 3

En algunas realizaciones de cualquiera de los patrones
de nuclebésidos descritos en la presente, un oligonucledtido
modificado consiste en 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1lo6, 17,
18, 19, 20, 21 o 22 nucledésidos ligados. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado comprende al
menos 8 nucledésidos ligados de un patrdén de nucledsidos
establecido en el patrén de nucledsidos T. En algunas
realizaciones, el oligonucledtido modificado comprende al
menos 8 nucledsidos ligados de un patrdén de nucledsidos
establecido en el patrdén de nuclebdsidos TII. En algunas

realizaciones, el oligonucledétido modificado comprende al
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menos 8 nucledsidos ligados de un patrdén de nucledsidos
establecido en el patrén de nuclebdbsidos III. En algunas
realizaciones, el oligonuclebétido modificado comprende al
menos 8 nucledésidos ligados de un patrén de nucledsidos
establecido en el patrédn de nucledsidos VI. En algunas
realizaciones, el oligonuclebétido modificado comprende al
menos 8 nucledésidos ligados de un patrdén de nucledsidos
establecido en el patrédn de nucledsidos V.

En algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado
que tiene cualquiera de los patrones de nucledsidos descritos
en la presente comprende al menos un enlace internucledsido
modificado. En algunas realizaciones, cada enlace
internucledésido es un enlace internucledésido modificado. En
algunas realizaciones, el enlace internucledésido modificado
es un enlace internucledésido fosforotioato.

En algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado
tiene una secuencia de nucleobase en donde al menos una
nucleobase es una citosina. En algunas realizaciones, al
menos una citosina es una citosina 5-metilo. En algunas
realizaciones, cada citosina es una citosina b5-metilo. En
algunas realizaciones, al menos un nuclebdésido comprende una
nucleobase modificada.

Los oligonucledétidos modificados pueden sufrir escisidn
por exonucleasas y/o endonucleasas en varias posiciones a lo
largo del oligonucledétido modificado. Los productos de dicha
escisidén enzimdtica pueden conservar la actividad inhibidora
de miR-21, y como tal se consideran metabolitos activos. Como
tal, un producto metabdélico de un oligonucledtido modificado
puede usarse en los métodos descritos en la presente.

En algunas realizaciones, un oligonuclebétido modificado
dirigido a miR-21 tiene un patrdén de nucledsidos seleccionado
de la Tabla 2A, en donde N" es un nucledésido modificado que
no es un nucledsido biciclico; cada N° es un nucledsido
biciclico; cada N°? es un nucledésido no biciclico; y N? es un
nucledsido modificado.

Tabla 2A: Productos metabdélicos del patrén de nucleédbsidos II
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En algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado
dirigido a miR-21 tiene un patrdédn de nucledsidos seleccionado
de la Tabla 2B, en donde N" es un nucledésido modificado que
no es un nucledésido biciclico; cada N? es un nucledsido
biciclico; cada N° es un nucledésido no biciclico; N' es un
nucledésido modificado o un nucledsido no modificado; y N? es
un nucledésido modificado.

Tabla 2B: Productos metabdélicos del patrén de nucledbsidos IV

57 37
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N® [N® IN® IN© IN®[NPON® IN© [N© NP N
N [N® [N® IN© N NP OIN® N® IN© NP
N® [N® N© IN© IN®OIN® ON® IN© [NPONT
N® [N® IN© IN© NP OIN® N© IN© NP
N® [N® |N® [N® [N N? [N® NP OINT
N? [N° [N© IN® [N© [N? [N NP
N? [N? [N® |N© [N© [N© NP O|NT

En algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado
dirigido a miR-21 tiene un patrdédn de nucledsidos seleccionado
de la Tabla 2C, en donde N" es un nucledésido modificado que
no es un nucledésido biciclico; cada N° es un nucledsido
biciclico; cada N°? es un nucledésido no biciclico; y N? es un
nucledsido modificado.

Tabla 2C: Productos metabdélicos del patrén de nucleébsidos VII
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N [N? |N® NP [N® N© NP O[NPOIN® IN® NP OINPOIN® [N INP NP NP
N [N® IN® N [N® INFOINP N IN© NP OINFOIN® N INPOINP NP
N® |N® N N |NPOINFOIN® N© INFOINP NG IN© NP OINP N
N® N® N NP OINPOINC [N® INFOIN® [N IN© NP OINP NP
N® [N? [N® [N® [N® [N© NP O[NP OIN© IN© [NPOINP N
N [N® IN® IN© [N® IN® NP [N IN© NP NP NP
N [N® IN© N |NPOINPOIN® [N INPONP NP
N® [N® IN© NP OINPOIN© IN© NP OINP N
N? [N® IN® NP ON® IN© NP OINP NP
N® [N® NP IN® IN© NPOINP N
N OIN® N© N® IN® NP IN® IN© NPOINP NG [N© NP INPO(N® IN® NE NP
NN N© N® INTOIN®OIN® IN© INF NP IN® N© NP INP NG N® NP
N® IN? [N® NP OINPONC N INFOINPOIN® INO NPOINPOIN© [N INPOINT
N® IN? IN® IN®OINTOIN® IN© INFOINPIN® IN© NP OINPOIN© [N® NP
N? IN? NP OINPOIN© N NP OINE N N INFONEIN® IN© NN
N? IN© [N® NP OIN© IN® NP OINEOIN® N INPONP O IN® IN© NP
N? IN® NP OIN® IN© [NPOINPOIN© N© NP OINEON® IN® NP NP
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N® IN® |N® NP OIN© [N INP NP

En algunas realizaciones, un oligonuclebétido modificado
dirigido a miR-21 tiene un patrdédn de nucledsidos vy una
secuencia de nucleobase seleccionados de 1la Tabla 3A. Los
nucledsidos que no estdn seguidos por un subindice indican R-
D-desoxirribonucledsidos. Los nucledsidos seguidos por un
subindice “E” indican nucledésidos 2’-MOE. Los nucledsidos
seguidos por un subindice “S” indican nucledbdsidos S-cEt. Cada
enlace internucledsido es un enlace internucledsido
fosforotiocato. Las nucleobases pueden comprender o no un

grupo metilo en la posicidn 5’.
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En algunas realizaciones, un oligonucledétido
modificado dirigido a miR-21 tiene un patrédn de nucledsidos
y una secuencia de nucleobase seleccionados de la Tabla 3B.
Los nucledsidos que no estdn seguidos por un subindice
indican B-D-desoxirribonucledsidos. Los nucledbsidos
seguidos por un subindice “E” indican nucledésidos 2’ -MOE.
Los nuclebdésidos seguidos por un subindice “S$” indican
nucledésidos S-cEt. Cada enlace internucledsido es un enlace
internucledsido fosforotioato. Las nucleobases pueden

comprender o no un grupo metilo en la posicidén 57.

58



880
/US2012/034
PCT

59

52
0 2012/1489
W

25923

es
S

Pr

3B-

1a

3/

Nig

Ag

Ag

Ag

Ag

Asg

Asg

Asg

Ag

Ag

Ag

Asg

Asg

Nig

N7

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Cs

Nig

Nis

Nig

Ni3

Us

Ni2

Nig

Nig

Ny

Cs

Cs

Ng

N7

Ng

Ns

Cs

Cs

Cs

Cs

Ny

N3

A

A

N>

Cs

Cs

Cs

Cs

5/

N;

Ag

Ag

Ag

10

15

59

20



PCT/US2012/034880

60

WO 2012/148952

B = = = B B B B B
nwn | n | n (nn | nvn | ©nn (nn | ©n | nn [©O (KO | nn | B (O | »n | B ( 0
o o o o |u U | | U o o U o o U o |O
O IO GBI IO IORN OB EORN O RN OB IO IO RN ICRN IR FORR IO RO
L I I O s O S S s O S O I I T L S I = O = O S O S
L I I O s O S R O O I I T B S = = O = O S O S ¢
w | nn | xvn (n | v | ©vn [(nn | ©n | ©n [ [0 | nn | 0 [ n | B | B (0
R R e e R fo R ol f ol ol ol el e R e B i BN o B o B ol e
L I I O S O S S O O S IS T L GO I = R = O S O S
O |lv oo v v v v v v v | lv v v v
S = I o = T o I I I = I =T = = = =
©wn | nn | nn (n | nn |y [(n | n©n | v [ © ([ | nn | B (K0 | B | 0
O o o o | | | | U o |l U |o |l U |O
I L I S = = I (=T =
O |lov o |u v o v v oo oo
LS S S S S S S S S Y
w | nn | nn [(n | nn | B [ n | n
O U | |U |U |U |U |O
S I I = =
(SO S S R
v | n
O |O

Lo O LO

— —

60

20



10

15

20

WO 2012/148952

_61_

Us

Cs

Us

Cs

PCT/US2012/034880

61



10

15

20

25

30

WO 2012/148952 - 62 - PCT/US2012/034880

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado dirigido a miR-21 tiene un patrédn de nucledsidos
y una secuencia de nucleobase seleccionados de la Tabla 3C.
Los nucledsidos que no estdn seguidos por un subindice
indican B-D-desoxirribonucledsidos. Los nucledbsidos
seguidos por un subindice “E” indican nucledsidos 2’ -MOE.
Los nucledbdésidos seguidos por un subindice “S” indican
nucledsidos S-cEt. Cada enlace internucledsido es un enlace
internucledésido fosforotiocato. Las nucleobases pueden

comprender o no un grupo metilo en la posicidén 57.
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En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado dirigido a miR-21 tiene un patrédn de nucledsidos
y una secuencia de nucleobase seleccionados de la Tabla 3D.
Los nucledsidos que no estdn seguidos por un subindice
indican B-D-desoxirribonucledsidos. Los nucledbdsidos
seguidos por un subindice “E” indican nucledsidos 2’ -MOE.
Los nucledbdésidos seguidos por un subindice “S” indican
nucledsidos S-cEt. Cada enlace internucledsido es un enlace
internucledésido fosforotiocato. Las nucleobases pueden

comprender o no un grupo metilo en la posicidén 5.
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Ny [Nz | N3 |Ng | Ns | Ng | Ny |Ng | Ng |Nig |Niz |Niz|Niz|Nig |Nis|Nig | N7 [ Nig | Nag
Ag | Cs T Cs | As G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
Cs T Cs | As G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
T Cs | As G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
T Cs | As G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
Cs | As G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
Asg G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
G T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
T Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
Cs | Us G A Us |As | A G Cs |Us |Ag
Us G A Us |As | A G Cs Us | Ag
G A Us |As | A G Cs Us | Ag
A Us |As |A G Cs |Us | Ag
Ag | Cg T Cs |As |G T Cs |Us |G A Us |As |A G Cs | Us
Ag | Cg T Cs |As |G T Cs |Us |G A Us |As |A G Cs
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En algunas realizaciones, un oligonucledétido
modificado consiste en mds de 19 nucledbdésidos 1ligados, vy
comprende un patrédn de nucledsidos descrito en la presente.
Los nuclebdésidos que estdn presentes ademds de 1los
nucledsidos descritos por el patrdédn de nucledsidos son
modificados o no modificados. Por ejemplo, un
oligonucledtido modificado que consiste en 21 nucledsidos
ligados y  gue tiene una secuencia de nucleobase
complementaria a miR-21 puede tener el patrdédn de
nucledsidos II, que tiene una longitud de 19 nucledsidos
ligados. Los dos nucledsidos adicionales pueden comprender
restos de azlUcar modificados o no modificados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 19
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones
de nucledésidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 20
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones
de nucledésidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 21
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones
de nucledésidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 22
nuclebdsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones
de nuclebdésidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 23
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 24
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones

de nucledsidos descritos en la presente. En algunas
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realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 25
nucledsidos ligados y comprende cualquiera de los patrones
de nucledsidos descritos en la presente.

Determinados usos de la invencidn

Modulacidén de la actividad de miR-21

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

Los microARN se unen y reprimen la expresidén de ARN
mensajeros. En determinados casos, la inhibicién de 1la
actividad de un microARN conduce a la desrepresidédn del ARN
mensajero, es decir, la expresién del ARN mensajero
aumenta al nivel del ARN y/o proteina. En la presente se
proporcionan métodos para modular la expresién de un
trascrito regulado por miR-21, gue comprenden poner en
contacto una célula con un compuesto de la invencidn, en
donde el compuesto comprende un oligonucledétido modificado
que tiene un secuencia complementaria a un miR-21.

En algunas realizaciones, un trascrito regulado por
miR-21 es YOD1 y 1la inhibicidén de miR-21 resulta en un
aumento en el nivel de ARNm de YODl1. En algunas
realizaciones, un trascrito regulado por miR-21 es PPAR-
alfa y la inhibicidén de miR-21 resulta en un aumento en el
nivel de ARNm de PPAR-alfa. En algunas realizaciones, un
transcrito regulado por miR-21 es RNF1l67.

En algunas realizaciones, un transcrito regulado por
miR-21 es SPG20. En algunas realizaciones, la inhibicién de
miR-21 en el higado resultan en un aumento en el nivel de

ARNm de SPG20.
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En algunas realizaciones, luego de poner en contacto
una célula con un compuesto de la invencidn, se observa
al menos un aumento de 1.5 veces en el nivel de ARNm de
un trascrito regulado por miR-21. En algunas
realizaciones, luego de poner en contacto una célula con
un compuesto de la invencidn, se observa al menos un
aumento de 2.0 veces en el nivel de ARNm de un trascrito
regulado por miR-21. En algunas realizaciones, el nivel
de ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta al
menos 2.5 veces. En algunas realizaciones, el nivel de
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta al
menos 3.0 veces. En algunas realizaciones, el nivel de
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta al
menos 3.5 veces. En algunas realizaciones, el nivel de
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta al
menos 4.0 veces. En algunas realizaciones, el nivel de
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta al
menos 4.5 veces. En algunas realizaciones, el nivel de
ARNm del trascrito regulado por el microARN aumenta al
menos 5.0 veces.

Ciertos microARN se conocen por dirigirse a varios ARN
mensajeros, en algunos casos a cientos de ARN mensajeros.
La inhibicién de la actividad de un uUnico microARN puede
conducir a cambios detectables en la expresidén de muchos de
los microARN objetivo. En la presente se proporcionan
métodos para modular multiples trascritos regulados por
miR-21, gue comprenden inhibir la actividad de miR-21, en
donde se producen amplios cambios en la expresidn génica.

En algunas realizaciones, se pueden observar cambios

fenotipicos luego de 1la inhibicidén de un miR-21 con un
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compuesto de la invencién. Dichos cambios fenotipicos
pueden producir con o sin cambios detectables en la
expresidédn de un trascrito regulado por miR-21.

Trastornos fibroproliferativos

Una respuesta fisioldgica normal al dafio o lesidn en
un 6érgano o tejido implica la reparacidén del tejido dafiado,
que es un proceso bioldgico fundamental necesario para la
supervivencia. Durante el proceso de reparacidn, después de
eliminar materiales extrafios, Dbacterias y tejido darfiado,
los fibroblastos migran al sitio de 1la lesidén para
depositar una nueva matriz extracelular, que a continuacidn
queda estructuralmente organizada como parte de la fase de
remodelacién del tejido.

Los fibroblastos son las células mas comunes
encontradas en el tejido conectivo, y son responsables por
la sintesis de reticulina y otras fibras elédsticas que
sostienen la matriz extracelular vy tienen un papel
importante en la curacién normal de heridas (Sempowski,
G.D. et al., 2002. Wound Repair Regeneration. 3: 120-131).
Los fibroblastos son responsables por el depdsito de
coldgeno, que es necesario para reparar el tejido lesionado
y restituir su estructura y funcidén. Durante el proceso de
curacién de la herida, los fibroblastos activados se
transforman en miofibroblastos, que son fibroblastos alfa-
SMA+ que secretan colageno. En las etapas iniciales del
proceso de curacién de la herida, los miofibroblastos
producen metaloproteasas de matriz, que alteran la membrana
basal y permiten que las células inflamatorias se relUnan
eficazmente en el sitio de la lesidédn. Durante las UGltimas

etapas de la reparacién de la lesidn, los miofibroblastos
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promueven la contraccidén de la herida, proceso por el que
los bordes de 1la herida migran hacia el centro de la
herida. Por consiguiente, la actividad de los fibroblastos
es esencial para el proceso de curacidn normal.

Los fibroblastos que participan en el proceso de
reparacién de lesidén normal pueden derivar de células
mesenquimales locales, tomadas de la médula oOsea o
derivadas mediante transicidén epitelial-mesenquimal. La
transicidén 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 estédticas pierden los contactos
célula-célula, adgquieren caracteristicas mesenquimales vy
manifiestan un fenotipo migratorio. Los fibroblastos
residentes, fibrocitos infiltrantes o células similares a
pericitos también pueden participar en el proceso de
reparacién de lesiédn.

En algunas condiciones, el proceso de reparacidén de
tejido se produce en exceso, resultando en una acumulacidn
excesiva de componentes de matriz extracelular (ECM) vy
remodelacidén sustancial de la ECM, gque contribuyen a la
formacién de una cicatriz fibrética permanente. La
formaciédn de este tejido conectivo fibroso en exceso, un
proceso conocido como fibrosis, contribuye a cambios
anormales en la arquitectura tisular e interfiere en la
funcidén orgénica normal.

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

inflamatorias o inmunoldgicas. Aunque las ubicaciones,
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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 ubicacidén en qgque se produce la
fibrosis, el proceso fibrdético implica la secrecidn vy
activacién de citosinas profibréticas, la expansidén vy
activacién de poblaciones de células mesenquimales y la
sintesis y organizacién de la matriz extracelular vy
finalmente conduce a la destruccidén del tejido normal. Sin
no se trata, la fibrosis puede conducir a una variedad de
afecciones en el corazdn, pulmones, rifiones, higado, ojos y
piel, entre otros tejidos.

Tal como se demuestra en la presente, la inhibicidn
del miR-21 en un modelo de fibrosis conduce a una
disminucién en el depdsito de coladgeno. Por lo tanto, en la
presente se proporcionan composiciones y métodos para
tratar, prevenir y/o retrasar el inicio de la fibrosis, que
comprenden administrar un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado, en donde el oligonucledétido
modificado es complementario a miR-21, a un individuo. El
individuo puede haber recibido un diagnéstico de fibrosis,
puede estar en riesgo de desarrollar fibrosis o puede
sospecharse que padece fibrosis.

En algunas realizaciones, un individuo que tiene
fibrosis tiene fibrosis renal, fibrosis pulmonar, fibrosis
hepatica, fibrosis cardiaca, fibrosis cuténea, fibrosis
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 para
tratar, mejorar, prevenir vy/o retrasar el 1inicio de
cualquier enfermedad renal que se caracteriza por la
presencia de fibrosis. En algunas realizaciones, un
individuo que tiene fibrosis tiene una enfermedad o
afeccidn renal. En algunas realizaciones, un individuo que
estd en riesgo de desarrollar fibrosis tiene una enfermedad
o afeccidén renal. En algunas realizaciones, un individuo
que se sospecha que tiene fibrosis tiene una enfermedad o
afeccidn renal. Por lo tanto, en la presente se
proporcionan métodos para tratar a un individuo que tiene,
estd en riesgo de desarrollar o se sospecha que tiene
fibrosis, en donde el individuo tiene una enfermedad o
afeccidén renal. La enfermedad o afeccién renal puede ser
una o mas de, a modo no taxativo, enfermedad glomerular,
fibrosis tubulointersticial, nefropatia por IghA, fibrosis
intersticial/atrofia tubular, glomeruloesclerosis,
glomerulonefritis, diabetes mellitus, glomeruloesclerosis
focal y segmentaria idiopéatica, nefropatia membranosa,
glomerulopatia colapsante, infeccién renal recurrente
crbnica, diabetes mellitus, nefropatia diabética, infeccidn
renal recurrente crbénica, hipertensién, hipertensién
sistémica, hipertensidén intraglomerular o enfermedad renal
terminal.

La enfermedad renal crdénica puede caracterizarse por
la presencia de fibrosis. Por lo tanto, En algunas
realizaciones, la enfermedad o afeccidén renal es una
enfermedad renal crénica. En algunas realizaciones, el
individuo corre el riesgo de desarrollar una enfermedad

renal crénica. En algunas realizaciones, un individuo que
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tiene un lesidén renal aguda corre el riesgo de desarrollar
fibrosis y/o enfermedad renal crdénica. Por lo tanto, las
composiciones y métodos proporcionados en la presente
pueden administrarse a un individuo gque tiene un lesidn
renal aguda, para prevenir o retrasar el inicio de la
fibrosis y/o enfermedad renal crdénica.

En algunas realizaciones, un 1individuo que tiene
fibrosis tiene fibrosis renal que resulta de traumatismo
agudo o repetitivo al rifién. E1l traumatismo puede resultar
de cirugia, quimioterapia, radioterapia, rechazo de
aloinjerto, rechazo de trasplante crénico y rechazo de
trasplante agudo.

En algunas realizaciones, 1la fibrosis renal puede
resultar de la exposicidén a cualguier agente que puede ser
nefrotdéxico después de la exposicidédn aguda o croédnica.
Dichos agentes incluyen agentes farmacéuticos, incluidos, a
modo no taxativo, analgésicos, farmacos antiinflamatorios
no esteroides, antibiodticos, litio, ciclosporina,
mesalazina, medio de contraste, agentes quimioterapéuticos;
toxinas del ambiente laboral, incluidos, a modo no
taxativo, metales pesados; y toxinas ambientales incluidos,
a modo no taxativo, metales pesados (por ejemplo, cadmio,
cloruro mercurico) o nefrotoxinas vegetales (por ejemplo,
adcido aristoldéquico).

Muchas enfermedades o anormalidad del higado se
caracterizan por la presencia de fibrosis. Como tal, En
algunas realizaciones, un individuo que tiene fibrosis
tiene una enfermedad o afeccidén hepdtica. En algunas
realizaciones, un individuo que corre riesgo de desarrollar

fibrosis tiene una enfermedad o afeccidédn hepadtica. En
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algunas realizaciones, un individuo que se sospecha que
tiene fibrosis tiene una enfermedad o afeccidén hepatica.
Por lo tanto, en la presente se proporcionan métodos para
tratar a un individuo que tiene, corre riesgo de
desarrollar o se sospecha que tiene fibrosis, en donde el
individuo tiene una enfermedad o afeccidén hepatica. En
algunas realizaciones, una enfermedad o afeccidédn hepéatica
puede ser una o mas de, a modo no taxativo, lesidn hepatica
crbnica, infeccidén por virus de la hepatitis (incluida
infeccidén por el virus de la hepatitis C e infeccidn por el
virus de la hepatitis B), esteatosis hepatica no alcohdélica
(NAFLD), esteatohepatitis no alcohdélica (NASH), enfermedad
hepadtica alcohélica (ALD), esteatohepatitis alcohdélica,
fibrosis en puente o cirrosis. En algunas realizaciones un
enfermedad o afeccidén hepdtica se asocia con la exposicidn
a quimicos téxicos. En algunas realizaciones, una
enfermedad o afeccién hepadtica resulta de la exposicidén a
agentes farmacéuticos, por ejemplo, acetaminofen. En
algunas realizaciones, un individuo que recibe
gquimioterapia corre el riesgo de desarrollar fibrosis
hepatica y/o lesidén hepéatica croénica.

La fibrosis puede estar presente en muchas
enfermedades y anormalidades de los pulmones. Como tal, En
algunas realizaciones, un individuo que tiene fibrosis
tiene una enfermedad o afeccidén pulmonar. En algunas
realizaciones, un individuo que corre riesgo de desarrollar
fibrosis tiene una enfermedad o afeccidédn pulmonar. En
algunas realizaciones, un 1individuo que se sospecha que
tiene fibrosis tiene una enfermedad o afeccidén pulmonar.

Por lo tanto, en la presente se proporcionan métodos para
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tratar a un individuo que tiene, corre riesgo de
desarrollar o se sospecha que tiene fibrosis, en donde el
individuo tiene una enfermedad o afeccidén pulmonar. En
algunas realizaciones, una enfermedad o afeccidén pulmonar
puede ser una o mas de, a modo no taxativo, fibrosis
pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica o enfermedad
pulmonar obstructiva crénica. En algunas realizaciones, la
fibrosis pulmonar puede resultar de la inhalacidén de
materia en particulas, tal como la encontrada en el gel de
silice, amiantosis, contaminantes del aire vy humo de
cigarrillos.

En algunas realizaciones, 1la fibrosis es fibrosis
cardiaca.

En algunas realizaciones, 1la fibrosis es fibrosis
cutdnea. En algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis
senil. En algunas realizaciones, la fibrosis es fibrosis
del bazo.

La esclerodermia es una enfermedad autoinmune crénica
caracterizada por la fibrosis, entre otros sintomas. En
algunas realizaciones, un individuo que tiene fibrosis
tiene esclerodermia. En algunas realizaciones, un individuo
que tiene esclerodermia tiene fibrosis en érganos internos,
ademas de fibrosis cutéanea.

La fibrosis frecuentemente se produce en &érganos
trasplantados y conduce a la pérdida de la funcidén orgénica
y finalmente al rechazo crénico del dérgano trasplantado. La
prevencidén o tratamiento de la fibrosis en drganos
trasplantados puede prevenir o retrasar el rechazo crénico
del o6rgano trasplantado o, en otras palabras, puede

prolongar la funcién del 6rgano trasplantado. Por
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consiguiente, en ciertas realizaciones un individuo tiene
fibrosis postrasplante. En algunas realizaciones, la
fibrosis postrasplante es fibrosis postrasplante de rifidén.
En algunas realizaciones, la fibrosis asociada con
trasplante es fibrosis postrasplante de higado. En algunas
realizaciones, un compuesto descrito en la presente se
administra antes del trasplante. En algunas realizaciones,
un compuesto descrito en la presente se administra
simultaneamente con el trasplante. En algunas
realizaciones, un compuesto descrito en la presente se
administra luego del trasplante.

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

Cancer y metéstasis

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

Por lo tanto, En algunas realizaciones, los compuestos
proporcionados en la presente se usan para tratar,

prevenir, mejorar y/o retrasar el inicio del céncer. En
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algunas realizaciones, el cancer es céancer de higado,
cancer de mama, cancer de pulmbn, cancer de colon, cancer
de ovario, cancer de cuello uterino, leucemia, linfoma,
cancer cerebral, céncer esofdgico, linfoma de Hodgkin,
linfoma nohodgkiniano, céancer de rifién, melanoma, mieloma,
cancer oral, cancer pancreatico, cancer de prbstata, cancer
rectal, céancer de estdmago, cancer de vejiga, cancer de
tiroides o cancer testicular. En algunas realizaciones, el
cancer de higado es carcinoma hepatocelular. En algunas
realizaciones, el céancer de higado se debe a metastasis de
cancer que se origina en otra parte del cuerpo, por
ejemplo, cancer 6seo, cancer de colon o cancer de mama.

En algunas realizaciones, en el céancer de higado, el
miR-21 es elevado y el nivel de uno o mé&s transcritos
regulados por miR-21 se reduce. En algunas realizaciones,
el transcrito regulado por miR-21 reducido es SPG20.

En algunas realizaciones, el <céancer de higado es
carcinoma hepatocelular (HCC). El diagnéstico de carcinoma
hepatocelular se hace tipicamente mediante pruebas con
imdgenes del higado tales —como ecografia abdominal,
tomografia computada helicoidal (TC) o TC trifasica. Dichas
pruebas con iméAgenes pueden llevarse a cabo junto con la
medicidén de los niveles en sangre de alfa-fetoproteina y/o
los niveles en sangre de des-gamma-carboxiprotrombina. En
determinados individuos, se puede usar MRI (siglas de
resonancia magnética nuclear) en lugar de TC. Las pruebas
con imagenes del higado permiten la evaluacidén del tamafio
del tumor, la cantidad, ubicacidén, metédstasis fuera del
higado, permeabilidad o invasién de las arterias y venas

del higado por el tumor. Esta evaluacidén ayuda a tomar la
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decisidén en relacién con el modo de intervencidn
terapéutica o paliativa que es apropiada. El1 diagndstico
final tipicamente se confirma mediante biopsia con aguja y
examen histopatoldgico.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, en céancer de
higado se detecta luego de una tomografia computada (TC)
que detecta tumores. En algunas realizaciones, el cancer de
higado se detecta luego de una resonancia magnética nuclear
(MRI). En algunas realizaciones, el HCC se caracterizado
por Unico tumor primario. En algunas realizaciones, el HCC
se caracterizado por multiples tumores primarios. En
algunas realizaciones, el HCC se caracteriza por un tumor
primario escasamente definido con un patrén de crecimiento
infiltrante. En algunas realizaciones, el HCC es un Unico
tumor primario con invasién vascular. En algunas
realizaciones, el HCC se caracteriza por multiples tumores
primarios con invasién vascular. En algunas realizaciones,
el HCC ha hecho metédstasis en uno o méds ganglios
linfaticos. En algunas realizaciones, los ganglios
linfaticos son ganglios linfédticos regionales. En algunas
realizaciones, el HCC ha hecho metédstasis en uno o méas
tejidos distantes. En algunas realizaciones, el HCC ha
hecho metéstasis en otras regiones del higado, la wvena
porta, ganglios linfaticos, glandulas suprarrenales, huesos
o pulmones. En algunas realizaciones, la fibrosis esta
presente.

Se han utilizado varios sistemas empleados para
predecir el prondéstico para HCC, incluido el sistema TNM,
el sistema Okuda, el Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) vy

el puntuacién CLIP. Cada uno de estos sistemas incorpora
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cuatro caracteristicas que han sido reconocidas como
determinantes importantes de la supervivencia: la gravedad
de la enfermedad hepatica subyacente, el tamafio del tumor,
la extensidén del tumor en las estructuras adyacentes y la
presencia de metastasis. El sistema TNM clasifica al HCC en
estadio I, II, III, IV o V. El BCLC clasifica el HCC como
de Estadio Al, A2, A3, A4, B, C vy D, e incluye la
consideraciédn de una puntuacidédn 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 caracteriza 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 céancer
afecta los vasos sanguineos en el higado y hay mds de un
tumor en el higado. En el Estadio 3A, el cancer tiene méas
de 5 cm de tamafio o se ha propagado a los vasos sanguineos
cercanos al higado. En el Estadio 3B, el céncer se ha
propagado a los érganos cercanos, tales como el intestino o
el estdémago, pero no se ha propagado a los ganglios
linfadticos. En el Estadio 3C el <céancer puede tener
cualgquier tamafio y se ha propagado a los ganglios
linfaticos cercanos. En el Estadio 4 el cancer se ha
propagado a partes del cuerpo mas alejadas del higado, tal
como los pulmones.

Los biomarcadores en la sangre de un individuo pueden
usarse para incrementar un diagndéstico de céancer de higado,
estadio de céancer de higado o desarrollar un prondstico de
supervivencia. Dichos marcadores incluyen biomarcadores
tumorales sanguineos, tales como alfa-fetoproteina y des-

gamma carboxiprotrombina. En algunas realizaciones, el
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individuo tiene un nivel elevado de alfa-fetoproteina en
sangre. En algunas realizaciones, el individuo tiene un
nivel elevado de des-gamma-carboxiprotrombina en sangre.

Un individuo que tiene cancer de higado también puede
tener una funcidédn hepatica anormal. La funcidén hepatica
puede evaluarse mediante pruebas para determinar la funcidn
hepatica, que miden, entre otras cosas, los niveles en
sangre de transaminasas hepaticas. En algunas
realizaciones, un individuo que tiene una funcidén hepatica
anormal tiene transaminasas hepaticas en sangre elevadas.
Las transaminasas hepaticas en sangre incluyen alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST).
En algunas realizaciones, un individuo que tiene una
funcidén hepédtica anormal tiene bilirrubina en sangre
elevada. En algunas realizaciones, un individuo tiene
niveles de albuimina en sangre elevadas.

En algunas realizaciones, la funcién hepdtica de un
individuo se evaltia mediante el sistema de clasificacidén de
Child-Pugh, que define tres clases de funcidén hepitica. En
este sistema de <clasificacién, se asignan puntos a
mediciones en una de cinco categorias: niveles de
bilirrubina, niveles de albUmina, tiempo de protrombina,
ascitis y encefalopatia. Se asigna un punto por cada una de
las siguientes caracteristicas presentes: Dbilirrubina en
sangre menor que 2.0 mg/dl; albumina en sangre mayor que
3.5 mg/dl; un tiempo de protrombina menor que 1.7 razdn
internacional normalizada (INR) ; ascitis ausente; o}
encefalopatia ausente. Se asignan dos puntos por cada una
de las siguientes caracteristicas presentes: bilirrubina 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 leve a
moderada; o encefalopatia leve. Se asignan tres puntos por
cada una de las siguientes caracteristicas presentes:
bilirrubina en sangre mayor dque 3.0 mg/dl; albUmina en
sangre de 2.8 mg/dl; tiempo de protrombina mayor que 2.3
INR; ascitis grave a resistente al tratamiento; o
encefalopatia grave. Se suman las puntuaciones y se asigna
Clase A para una puntuacidén de 5-6 puntos, se asigna Clase
B a un puntuacidén de 7-9 puntos y se asigna Clase C a una
puntuacién de 10-15 puntos.

Un individuo que tiene céancer de higado puede haber
tenido anteriormente o) puede tener simultaneamente
infeccidén por hepatitis C croénica, infeccién por hepatitis
B crénica, esteatosis hepatica no alcohdélica o cirrosis.
Los individuos que tienen céncer de higado acompafado y/o
resultante de infeccién por hepatitis C, infeccidén por
hepatitis B, esteatosis hepatica no alcohdélico o cirrosis
pueden tratarse mediante los métodos descritos en la
presente.

La respuesta de un individuo al tratamiento puede
evaluarse mediante pruebas similares a aquellos usados para
diagnosticar el cancer de higado, incluidas, a modo no
taxativo, TC, MRI vy biopsia con aguja. La respuesta al
tratamiento también puede evaluarse midiendo los
biomarcadores en sangre, para comparar con los niveles de
los biomarcadores pretratamiento.

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

proceso de la metédstasis. La importancia de la EMT en el

85



10

15

20

25

30

WO 2012/148952 - 86 - PCT/US2012/034880

progreso del tumor ha sido examinada en varios estudios
(Greenburg, G. and Hay, E. 1986. Dev. Biol. 115: 363-379;
Boyer, B. et al., 1989. J. Cell. Biol. 109: 1495-1509;
Uehara, Y. et al., 1992. J. Cell. Biol. 117: 889-894). Las
células epiteliales se mantienen Jjuntas a través de
integrinas en una matriz extracelular subyacente (ECM)
denominada membrana basal. Las células mesenquimales, por
otro 1lado, tienen la capacidad de invadir y moverse a
través de la estructura tridimensional de la ECM. Por 1lo
tanto, la EMT al menos superficialmente se parece a la
transformacidén de las células adherentes normales en el
fenotipo metastésico.

En la presente se proporcionan métodos para tratar,
prevenir, mejorar y/o retrasar el inicio de la metéstasis.
La metastasis puede resultar de la migracién de células
canceroso desde un cualgquier sitio primario de céncer a
cualquier sitio secundario de céncer.

Lesidén renal aguda

Lesidén renal aguda es una rapida pérdida de la funcidn
renal, que puede producirse por varias causas, incluido
bajo volumen de sangre, exposicidén a toxinas y obstruccidn
urinaria. Se ha observado miR-21 elevado en un modelo de
lesidbn renal aguda. Por lo tanto, en algunas realizaciones,
los compuestos proporcionados en la presente se usan para
tratar, prevenir, mejorar y/o retrasar el inicio de una
lesidén renal aguda. En algunas realizaciones, la lesién
renal aguda puede resultar de la exposicidn a sustancias
téxicas, tales como toxinas ambientales o) agentes
terapéuticos para el céncer. La lesidédn renal aguda puede

surgir de un dafio a los propios rifiones, por ejemplo, en
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condiciones tales como glomerulonefritis, necrosis tubular
aguda y nefritis intersticial aguda. En algunas
realizaciones, la lesidén renal aguda es provocada por una
obstruccidédn del tracto urinario, tal como la relacionada
con la hiperplasia prostatica benigna, céalculos renales,
catéter urinario obstruido, cédlculo vesical, neoplasia de
vejiga, uretra o renal. En algunas realizaciones, la lesidn
renal aguda puede evolucionar a fibrosis y/o enfermedad
renal crbénica. Por lo tanto, en algunas realizaciones, 1los
compuestos proporcionados en la presente pueden
administrarse a un individuo que tiene un lesidén renal
aguda, para prevenir o retrasar el inicio de la fibrosis
y/o enfermedad renal crénica. En algunas realizaciones, los
compuestos proporcionados en la presente se administran a
un individuo para mejorar la recuperacién de una lesidn
renal aguda.

Enfermedades cardiacas

Se ha encontrado expresién elevada de miR-21 en 1la
enfermedad cardiaca humana y la inhibicién de miR-21 en
modelos animales relevantes ha demostrado mejoras en la
fibrosis cardiaca y la funcidén cardiaca. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, los compuestos proporcionados en la
presente se usan para tratar, prevenir, mejorar y/o
retrasar el inicio de una o més enfermedades cardiacas. En
algunas realizaciones, una enfermedad cardiaca es fibrosis
cardiaca, cardiomegalia, hipertrofia cardiaca, dilatacidn
cardiaca, cardiomiopatia hipertréfica, insuficiencia
cardiaca, remodelacidén posinfarto de miocardio, infarto de
miocardio, cardiomiopatia (por ejemplo, cardiomiopatia

hipertrdéfica, cardiomiopatia restrictiva, cardiomiopatia
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dilatada (DCM) , cardiomiopatia dilatada idiopatica o
cardiomiopatia dilatada con arritmias), insuficiencia
cardiaca diastdlica, fibrilacién auricular crbébnica,
hipertensidén pulmonar primaria, sindrome de dificultad

respiratoria agudo, sindrome de Brugada, enfermedad de la

conduccidén cardiaca progresiva, pericarditis urémica,

cardiomiopatia por antraciclinas, fibrosis arterial,
fibrosis linfatica posradiaciédn, sarcoidosis,
esclerodermia, fibroelastosis endocardica, exceso

serotoninérgico, valvulopatia cardiaca, fibrosis auricular,
fibrilacién auricular, enfermedad valvular mitral,
hipertensidén, disfuncidn ventricular crdnica, sobrecarga de
presidén y volumen o fibrosis miocérdica.

Procesos celulares

En la presente se proporcionan composiciones y métodos
para prevenir o evitar la proliferacién o activacidén de
fibroblastos. Ademds se proporcionan en la presente
composiciones y métodos para inhibir la sintesis de matriz
extracelular, que incluye, a modo no taxativo, sintesis de
coldgeno, fibronectina, colagenasa o un inhibidor tisular
de metaloproteinasa.

En la presente se proporcionan métodos para modular
los procesos celulares asociados con la transiciédn
epitelial-mesenquimal (EMT) . Dichos métodos comprenden
poner en contacto una célula epitelilal con un compuesto
que consiste en un oligonucledétido modificado, en donde el
oligonucledétido modificado es complementario a miR-21. En
algunas realizaciones, el contacto retrasa la transicidén de

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

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado
en la presente puede detener, enlentecer o reducir la
proliferacidn de células cancerosas. En algunas
realizaciones, un compuesto proporcionado en la presente
puede inducir la apoptosis en células cancerosas. En
algunas realizaciones, un compuesto proporcionado en la
presente puede reducir la supervivencia de células
cancerosas.

En algunas realizaciones, la célula epitelial es una
célula cancerosa. En algunas realizaciones, el contacto
retrasa la metédstasis de la célula cancerosa. En algunas
realizaciones, el contacto evita la metdstasis de la célula
cancerosa.

Determinados resultados clinicos

En algunas realizaciones, la administracién de los
compuestos o métodos proporcionados en la presente resulta
en uno o mas resultados clinicamente deseables en un
individuo. Dichas mejoras pueden usarse para determinar la
medida en que un individuo esté respondiendo al
tratamiento.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es la mejora de la fibrosis. En algunas
realizaciones, un resultado clinicamente deseable es el
enlentecimiento de la evolucidén de la fibrosis. En algunas
realizaciones, un resultado clinicamente deseable es el
detenimiento de la evolucidén adicional de la fibrosis. En
algunas realizaciones, un resultado clinicamente deseable

es una reduccidén en la fibrosis. En algunas realizaciones,
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un resultado clinicamente deseable es una reduccidén en el
contenido de colageno en el érgano que tiene fibrosis.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es la mejora de la fibrosis en cualquier dérgano o
tejido. En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es el enlentecimiento de la evolucidén de 1la
fibrosis. En algunas realizaciones, un resultado
clinicamente deseable es el detenimiento de la evolucidn
adicional de 1la fibrosis. En algunas realizaciones, un
resultado clinicamente deseable es una reduccidén en la
fibrosis. En algunas realizaciones, un resultado
clinicamente deseable es una reduccidédn en el contenido de
coldgeno en el dérgano afectado.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es una funcién renal mejorada. La funcidén renal
puede evaluarse mediante uno o mas métodos conocidos
cominmente que se llevan a cabo en un escenario clinico,
incluidos, a modo no taxativo: medir el nitrdégeno ureico en
la sangre del individuo; medir la creatinina en la sangre
del individuo; medir el aclaramiento de creatinina en el
individuo; medir la proteinuria en el individuo; medir 1la
relacién albumina:creatinina en el individuo; medir la
diuresis en el individuo; medir los niveles de ARNm de la
molécula de lesidén renal-1 (KIM-1) en la orina; vy/o los
niveles de clusterina en la orina.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es wuna funcidén hepadtica mejorada. La funcidn
hepdtica puede evaluarse mediante uno o mds métodos
cominmente conocidos que se llevan a cabo en un escenario

clinico, incluidos, a modo no taxativo, medir los niveles
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de alanina aminotransferasa en 1la sangre del individuo;
medir los niveles de aspartato aminotransferasa en la
sangre del individuo; medir los niveles de bilirrubina en
la sangre del individuo; medir los niveles de albumina en
la sangre del individuo; medir el tiempo de protrombina en
el individuo; medir la ascitis en el individuo; y/o medir
la encefalopatia en el individuo.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es una funcidén pulmonar mejorada en un individuo
que tiene fibrosis pulmonar. En algunas realizaciones el
individuos tiene fibrosis pulmonar idiopatica. Se puede
evaluar la funcidén pulmonar mediante uno o mas métodos
conocidos comunmente que se llevan a cabo en un escenario
clinico, incluidos, a modo no taxativo: medir la capacidad
vital maxima en el individuo; medir el volumen de
espiratorio méximo en el primer segundo en el individuo;
medir la tasa de flujo espiratorio pico en el individuo;
medir el flujo espiratorio maximo en el individuo; medir la
ventilacidén voluntaria maxima en el individuo; determinar
la relacidén entre el volumen de espiratorio maximo en el
primer segundo y la capacidad vital maxima en el individuo;
medir la relacidén ventilacidn/perfusidén en el individuo;
medir el lavado de nitrdégeno en el individuo; y/o medir el
volumen absoluto de aire en uno o mas pulmones de un
individuo; y aplicar la prueba de caminata de 6 minutos.

En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es una funcidén cardiaca mejorada en un individuo
que tiene fibrosis cardiaca. Se puede evaluar la funcidn
cardiaca mediante uno o mas métodos conocidos que se llevan

a cabo en un escenario c¢linico, incluidos, a modo no
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taxativo: medir el gasto cardiaco en el individuo; medir el
volumen sistdélico en el individuo; medir la tasa media de
eyecciébn sistdlica en el individuo; medir la presidn
sanguinea sistdlica en el individuo; medir la fraccidén de
eyeccién de ventriculo izquierdo en el individuo;
determinar el indice sistdélico en el individuo; determinar
el indice cardiaco en el individuo; medir el porcentaje de
acortamiento fraccional del ventriculo izquierdo en el
individuo; medir la velocidad media del acortamiento de
fibras circunferenciales en el individuo; medir el patrdn
de velocidad de afluencia del ventriculo izquierdo en el
individuo; medir el patrdédn de velocidad de flujo wvenoso
pulmonar en el individuo; y/o medir la velocidad diastdlica
inicial pico del anillo mitral del individuo.

En algunas realizaciones un resultado clinicamente
deseable es la reduccién de la cantidad de tumores y/o la
reduccién del tamafio del tumor en un individuo que tiene
cdncer. En algunas realizaciones, un resultado clinicamente
deseable es wuna reduccién en la cantidad de células
cancerosas en un individuo que tiene cancer. Los resultados
clinicamente deseables adicionales incluyen la extensidn
del tiempo de sobrevida total del individuo vy/o 1la
extensién del tiempo de sobrevida libre de progresidén del
individuo. En algunas realizaciones, la administracidén de
un compuesto proporcionado en la presente evita un aumento
en el tamafio del tumor y/o en la cantidad de tumores. En
algunas realizaciones, la administracidén de un compuesto
proporcionado en la presente evita la progresidén
metastasica. En algunas realizaciones, la administracién de

un compuesto proporcionado en la presente enlentece o
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detiene la progresidén metastasica. En algunas
realizaciones, la administracidn de un compuesto
proporcionado en la presente evita la recidiva de tumores.
En algunas realizaciones, la administracidén de un compuesto
proporcionado en la presente evita la recidiva de la
metdstasis tumoral.

Determinados resultados clinicamente deseables pueden
evaluarse mediante mediciones de biomarcadores sanguineos.
En algunas realizaciones, la administracidén de un compuesto
proporcionado en la ©presente puede resultar en la
diminucién de la alfa-fetoproteina en sangre y/o la des-
gamma carboxiprotrombina en sangre. La administracidén de
una compuesto proporcionado en la presente puede resultar
ademds en la mejora de la funcién hepadtica, tal como se
evidencia mediante una reduccidén en los niveles de ALT y/o
AST en sangre.

Determinadas terapias adicionales

Los tratamientos para fibrosis o cualesquiera
afecciones indicadas en la presente pueden comprender mas
de una terapia. Como tal, En algunas realizaciones
proporcionadas en la presente, hay métodos para tratar un
individuo que tiene o se sospecha que tiene fibrosis, que
comprenden administrar al menos una terapia ademéds de
administrar un oligonucledétido modificado que tiene una
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 incluyen un
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agente antiinflamatorio esteroide. En algunas
realizaciones, un agente antiinflamatorio esteroide es un
corticoesteroide. En algunas realizaciones, el
corticoesteroide es prednisona. En algunas realizaciones,
un agente antiinflamatorio es un farmaco antiinflamatorio
no esteroide. En algunas realizaciones, un agente
antiinflamatorio no esteroide es ibuprofeno, un inhibidor
de COX-I o 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 mofetilo.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen agentes antidiabéticos. Los agentes antidiabéticos
incluyen, a modo no taxativo, biguanidas, inhibidores de
glucosidasa, insulinas, sulfonilureas y tiazolidinedionas.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen Dbloqueadores del receptor de angiotensina 1II
(BRA) . En algunas realizaciones, el bloqueador del receptor
de angiotensina II (BRA) es candesartéan, irbesartéan,
olmesartan, losartédn, valsartdn, telmisartdn o eprosartan.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen, a modo no taxativo, diuréticos (por ejemplo,
espironolactona, eplerenona, furosemida), indtropos (por
ejemplo, dobutamina, milrinona), digoxina, vasodilatadores,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina II
(ECA) (por ejemplo, son captopril, enalapril, lisinopril,
benazepril, quinapril, fosinopril y ramipril), bloqueadores
de canal de calcio, dinitrato de isosorbida, hidralazina,

nitratos (por ejemplo, mononitrato de isosorbida, dinitrato
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de isosorbida), hidralazina, beta-bloqueadores (por
ejemplo, carvedilol, metoprolol) vy péptidos natriuréticos
(por ejemplo, nesiritida).

En algunas realizaciones, 1los agentes farmacéuticos
incluyen heparinoides. En algunas realizaciones, el
heparinoide es polisulfato de pentoséan.

En algunas realizaciones, un agente farmacéutico es un
agente farmacéutico gque bloquea una o mas respuestas a
sefiales fibrogénicas.

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

En algunas realizaciones, una terapia adicional puede
ser un agente farmacéutico que mejora el sistema
inmunitario del cuerpo, incluido ciclofosfamida en dosis
bajas, timostimulina, vitaminas % complementos
nutricionales (por ejemplo, antioxidantes, incluidas
vitaminas A, C, E, beta-caroteno, zinc, selenio, glutatidn,
coenzima Q-10 vy echinacea) vy wvacunas, por ejemplo, el
complejo inmunoestimulador (ISCOM), que comprende una
formulacién de vacuna qgue combina una presentacidén
multimérica del antigeno y un adyuvante.

En algunas realizaciones, la terapia adicional se
selecciona para tratar o mejorar un efecto secundario de
una o mas composiciones farmacéuticas de la presente
invencién. Dichos efectos secundarios incluyen, a modo no
taxativo, reacciones en el sitio de inyeccién,
anormalidades en la prueba de funcidn hepatica,

anormalidades en la funcidén renal, toxicidad hepatica,
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toxicidad renal, anormalidades en el sistema nervioso
central y miopatias. Por ejemplo, niveles aumentados de
aminotransferasa en suero pueden indicar toxicidad hepéatica
o anormalidad en la funcidén hepatica. Por ejemplo,
bilirrubina aumentada puede 1indicar toxicidad hepatica o
anormalidad en la funcidén hepatica.

Ejemplos adicionales de agentes farmacéuticos
adicionales incluyen, a modo no taxativo, inmunoglobulinas,

incluidas, a modo no taxativo inmunoglobulina intravenosa

(IVIg) ; analgésicos (por ejemplo, acetaminofen) ;
salicilatos; antibidéticos; antivirales; antifingicos;
modificadores adrenérgicos; hormonas (por ejemplo,

esteroides anabdélicos, andrdgeno, estrdgeno, calcitonina,
progestina, somatostatina % hormonas tiroideas);
inmunomoduladores; relajantes musculares; antihistaminas;

agentes para la osteoporosis (por ejemplo, bifosfonatos,

calcitonina % estrdgenos) ; prostaglandinas, agentes
antineopléasicos; agentes psicoterapéuticos; sedantes;
productos de roble venenoso o) zumaque venenoso;

anticuerpos; y vacunas.

Los tratamientos para el cancer a menudo comprenden
més de una terapia. Como tal, En algunas realizaciones, 1la
presente 1invencién proporciona métodos para reducir o
evitar la metédstasis que comprenden administrar a un
individuo un compuesto que comprende un oligonucledtido
modificado, en donde el oligonucledétido modificado es
complementario a miR-21, y administrar al menos una terapia
adicional que es una terapia anticancerigena.

En algunas realizaciones, una terapia anticancerigena

es quimioterapia. Agentes quimioterapéuticos adecuados
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incluyen docetaxel, ciclofosfamida, ifosfamida,
metotrexato, vinblastina, cisplatino, 5-fluorouracilo,
gemcitabina, doxorrubicina, mitomicina c, sorafenib,
etopdsido, carboplatino, epirrubicina, irinotecéan y
oxaliplatino. Un agente quimioterapéutico adicional

adecuado incluye un compuesto oligomérico, distinto a una
composicidén dirigida a miR-21 proporcionada en la presente,
que se usa para tratar el céancer.

En algunas realizaciones, una terapia anticancerosa es
radioterapia. En algunas realizaciones, una terapia
anticancerosa es reseccidn quirtrgica de un tumor. En
algunas realizaciones, la terapia anticancerosa es un
agente que dafia el ADN, un inhibidor de proliferacién, un
antifolato, un inhibidor del receptor del factor de
crecimiento, un agente antiangiogénico, un inhibidor de 1la
tirosina cinasa del receptor, un inhibidor de c¢inasa, un
inhibidor del factor de crecimiento o un agente citotdxico.

En algunas realizaciones, un agente que dafia el ADN es
1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea, busulfan, carboplatino,
carmustina, clorambucil, cisplatino, ciclofosfamida,
dacarbazina, daunorrubicina, doxorrubicina, epirrubicina,
etopdsido, idarrubicina, ifosfamida, irinotecén, lomustina,
mecloretamina, melfaléan, mitomicina C, mitoxantrona,
oxaliplatino, temozolomida o topotecén.

En algunas realizaciones, un antifolato es
metotrexato, aminopterina, timidilato sintasa, serina
hidroximetiltransferasa, foliilpoliglutamil sintetasa, g-
glutamil hidrolasa, glicinamida-ribonucleébtido

transformilasa, leucovorina, amino-imidazol-carboxamida-
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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 angiogénesis
es bevacizumab, talidomida, carboxiamidotriazol, TNP-470,
CM101, 1IFN-o, factor de plaquetas 4, suramina, SUb541¢6,
trombospondina, un antagonista de VEGFR, factor inhibidor
de angiogénesis derivado de <cartilago, un inhibidor de
metaloproteinasa de matriz, angiostatina, endostatina, 2-
metoxiestradiol, tecogaladn, tetratiomolibdato, prolactina o
linomida.

En algunas realizaciones, un inhibidor de cinasa es
bevacizumab, BIBW 2992, cetuximab, imatinib, trastuzumab,
gefitinib, ranibizumab, pegaptanib, sorafenib, dasatinib,
sunitinib, erlotinib, nilotinib, lapatinib, panitumumab,
vandetanib, E7080, pazopanib, mubritinib o fostamatinib.
Determinadas secuencias de nucleobase de microARN

Los oligonucledétidos modificados que tiene un patrdn
de nucledésidos descrito en la presente tienen una secuencia
de nucleobase que es complementaria miR-21 (SEQ ID NO: 1) o
un precursor del mismo (SEQ ID NO: 2). En algunas
realizaciones, cada nucleobase del oligonucledtido
modificado es capaz sufrir un emparejamiento de bases con
una nucleobase en cada posicidédn correspondiente en la
secuencia de nucleobase de miR-21, o un precursor del
mismo. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleobase
de un oligonucledétido modificado puede tener una o mas

pares de bases malemparejados con respecto a la secuencia
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de nucleobase de miR-21 o wuna secuencia precursora, Yy
permanece capaz de hibridarse con su secuencia objetivo.

Ya que la secuencia de miR-21 esta contenida dentro de
la secuencia precursora de miR-21, un oligonucledétido
modificado que tiene una secuencia de nucleobase
complementaria a miR-21 también es complementaria a una
regién del precursor de miR-21.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado consiste en una cantidad de nucledsidos ligados
que es igual a la longitud de miR-21.

En algunas realizaciones, la cantidad de nucledsidos
ligados de un oligonucledétido modificado es menor que la
longitud del miR-21. Un oligonucledétido modificado que
tiene una cantidad de nuclebdsidos modificados que es menor
que la longitud de miR-21, en donde cada nucleobase del
oligonucledétido modificado es complementaria a cada
nucleobase en una posicidén correspondiente del miR-21, se
considera que es un oligonucledétido modificado que tiene
una secuencia de nucleobase que es completamente
complementaria a una regién de la secuencia de miR-21. Por
ejemplo, un oligonucledétido modificado que consiste en 19
nucledsidos ligados, donde cada nucleobase es
complementaria a una posicidn correspondiente de miR-21 que
tiene 22 nucleobases de longitud, es completamente
complementaria a una regién de 19 nucleobases de miR-21.
Dicho oligonucleétido modificado tiene aproximadamente 86%
de complementariedad total con la longitud total de miR-21
y tiene 100% de complementariedad con una porcidén de 19

nucleobases de miR-21.
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En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado comprende una secuencia de nucleobases que es
complementaria a una secuencia semilla, es decir, un
oligonucledétido 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, una
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, una
secuencia semilla es una secuencia semilla heptémera. En
algunas realizaciones, una secuencia semilla heptémera
tiene 1-7 nucleobases de miR-21. En algunas realizaciones,
una secuencia semilla heptédmera tiene 2-8 nucleobases de
miR-21. En algunas realizaciones, una secuencia semilla es
una secuencia semilla octamera. En algunas realizaciones,
una secuencia semilla octédmera tiene 1-8 nucleobases de
miR-21. En algunas realizaciones, una secuencia semilla
octémera tiene 2-9 nucleobases de miR-21.

En algunas realizaciones, un oligonucledétido
modificado tiene una secuencia de nucleobases que tiene un
malemparejamiento con respecto a la secuencia de
nucleobases de miR-21 o un precursor de la misma. En
algunas realizaciones, un oligonucledtido modificado 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. En
algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado tiene

una secuencia de nucleobases que no tiene més de dos
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malemparejamientos con respecto a la secuencia de
nucleobases de miR-21 o un precursor de la misma. En
algunas realizaciones, las nucleobases malemparejadas son
contiguas. En algunas realizaciones, las nucleobases
malemparejadas no son contiguas.

En algunas realizaciones, la cantidad de nucledbsidos
ligados de un oligonucledétido modificado es mayor que la
longitud del miR-21. En algunas realizaciones, la
nucleobase de un nucledésido adicional es complementaria a
una nucleobase de la secuencia tallo-bucle de miR-21. En
algunas realizaciones, la cantidad de nucledésidos ligados
de un oligonucledétido modificado es una vez mayor que la
longitud del miR-21. En algunas realizaciones, el
nucledésido adicional estd en el extremo 5/ de un
oligonucledétido. En algunas realizaciones, el nucledsido
adicional estd en el extremo 3’ de un oligonucledétido. En
algunas realizaciones, la cantidad de nucledésidos ligados
de un oligonucledétido modificado es dos veces mayor que la
longitud del miR-21. En algunas realizaciones, 1los dos
nucledésidos adicionales estdn en el extremo 5’ de un
oligonucledétido. En algunas realizaciones, los dos
nucledésidos adicionales estdn en el extremo 3’ de un
oligonucledétido. En algunas realizaciones, un nucledsido
adicional se wubica en el extremo 5’ y un nucledsido
adicional se ubica en el extremo 3’ de un oligonucledétido.
En algunas realizaciones, un regidén del oligonucledétido
puede ser completamente complementaria a la secuencia de
nucleobases de miR-21, pero todo el oligonucledtido
modificado no es completamente complementario a miR-21. Por

ejemplo, un oligonucledétido modificado que consiste en 24
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nucledsidos ligados, donde las nucleobases de los
nucledésidos 1 a 23 son cada una complementaria a una
posicidn correspondiente de miR-21 que tiene 22 nucleobases
de longitud, tiene wuna porcidén de 22 nuclebdsidos que es
completamente complementaria a la secuencia de nucleobases
de miR-21 y tiene aproximadamente 96% de complementariedad
total con la secuencia de nucleobases de miR-21.
Determinados oligonucledtidos modificados

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado consiste en 8 a 30 nucledsidos 1ligados. En
algunas realizaciones, un oligonucledtido modificado
consiste en 15 a 30 nucledésidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 15
a 25 nuclebésidos 1ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido modificado consiste en 15 a 19 nucledsidos
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado consiste en 15 a 16 nuclebdésidos 1ligados. En
algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado
consiste en 19 a 24 nuclebésidos 1ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 21
a 24 nuclebsidos ligados.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado consiste en 8 nucledsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 9
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido modificado consiste en 10 nucledsidos
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucledétido
modificado consiste en 11 nucledsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 12

nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
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oligonucledtido modificado consiste en 13 nucledsidos
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleébétido
modificado consiste en 14 nucledsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 15
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido modificado consiste en 16 nucledsidos
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucledbtido
modificado consiste en 17 nucledsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledtido modificado consiste en 18
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledtido modificado consiste en 19 nucledsidos
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucledbtido
modificado consiste en 20 nuclebdsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 21
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido modificado consiste en 22 nucledsidos
ligados. En algunas realizaciones, un oligonucleédtido
modificado consiste en 23 nuclebdsidos ligados. En algunas
realizaciones, un oligonucledétido modificado consiste en 24
nucledsidos ligados. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido modificado consiste en 25 nucledsidos
ligados.

Las secuencias de nucleobases establecidas en 1la
presente, incluidas, a modo no taxativo, aquellas
encontradas en los ejemplos y en el listado de secuencias,
son 1independientes de cualgquier modificacién al acido
nucleico. Como tal, los &cidos nucleicos definidos mediante
una SEQ ID NO pueden comprender, independientemente, una o
mads modificaciones a uno o mas restos de azucar, a uno o

mas enlaces internucledésidos y/o a una o mas nucleobases.

103



10

15

20

25

30

WO 2012/148952 - 104 - PCT/US2012/034880

Aunque el 1listado de secuencias gue acompafla esta
presentacidn identifica cada secuencia de nucleobases como
“ARN” o “ADN”, segUn sea necesario, en la practica, dichas
secuencias pueden modificarse con cualquier combinacidén de
modificaciones quimicas. Un experto en la técnica apreciara
facilmente que dichas designaciones de “ARN” o "“ADN” para
describir oligonucledétidos modificados son, de cierta
forma, arbitrarias. Por ejemplo, un oligonucledtido
modificado que comprende un nucledésido que comprende un
resto de aztcar 2'-OH vy una base de timina podria
describirse como un ADN que tiene un aztcar modificado (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 4&cido nucleico
proporcionadas en la presente, pero no limitadas a las que
se encuentran en el listado de secuencias, pretenden
abarcar los 4&cidos nucleicos que contienen cualquier
combinacién de ARN y/o ADN natural o modificado, incluidos,
pero no limitados a dichos &cidos nucleicos gque tienen
nucleobases modificadas. A modo de ejemplo adicional y sin
limitacién, un oligonuclebétido que tiene la secuencia de
nucleobases “ATCGATCG” abarca cualgquier oligonucledtido que
tiene dicha secuencia de nucleobases, ya sea modificada o
no modificada, incluidos, a modo no taxativo, dichos
compuestos que comprenden bases de ARN, tales como las que
tienen la secuencia “AUCGAUCG” vy aquellos dque tienen
algunas Dbases de ADN y algunas bases de ARN tales como
“AUCGATCG” 'y oligonucledétidos que tienen otras Dbases

modificadas, tales como “AT"CGAUCG,” en donde ™C indica
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una citosina 5-metilo. De forma similar, un
oligonucledtido que tiene la secuencia de nucleobases
“AUCGAUCG” abarca cualquier oligonucledtido que tiene dicha
secuencia de nucleobases, ya sea modificada o no
modificada, incluidos, a modo no taxativo, dichos
compuestos que comprenden bases de ADN, tales como las que
tienen la secuencia “ATCGATCG” vy aquellos que tienen
algunas bases de ADN vy algunas bases de ARN tales como
“AUCGATCG” 'y oligonucledétidos gque tienen otras Dbases
modificadas, tales como “AT"™CGAUCG,” en donde ™C indica
una citosina 5-metilo.

Determinadas modificaciones

En algunas realizaciones, los oligonucledétidos
proporcionados en la presente pueden comprender una O mas
modificaciones a una nucleobase, azucar y/0 enlace
internucleébsido, y  como tal es un oligonucledétido
modificado. Una nucleobase, azucar y/0 enlace
internucledsido modificado puede seleccionarse con respecto
a una forma no modificada debido a sus ©propiedades
deseables tales como, por ejemplo, absorcién celular
mejorada, afinidad mejorada con otros oligonucledétidos o
dcidos nucleicos objetivo vy estabilidad aumentada en
presencia de nucleobases.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado comprende uno o mas nuclebdsidos modificados. En
algunas realizaciones, un nucledésido modificado es un
nucledsido estabilizante. Un ejemplo de un nucledsido
estabilizantes es un nucledésido con azucar modificado.

En algunas realizaciones, un nuclebdésido modificado es

un nucledsido con azlcar modificado. En algunas
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realizaciones, los nucledsidos con azucar modificado pueden
comprender ademas un resto de base heterociclico natural o
modificado y/o un enlace internucledésido natural o
modificado vy pueden incluir modificaciones adicionales
independientes de la modificacidén del aztcar. En algunas
realizaciones, un nucledésido con azucar modificado es un
nucledésido modificado en 2’, en donde el anillo de azucar
se modifica en el carbono en 2’ de la ribosa o 2’ -desoxi-
ribosa natural.

En algunas realizaciones, el nucledésido modificado en
27 es un resto de azucar biciclico. En algunas
realizaciones, el resto de azucar biciclico es un aztcar D
en la configuracién alfa. En algunas realizaciones, el
resto de azGcar biciclico es un aztcar D en la
configuracidén beta. En algunas realizaciones, el resto de
azlcar biciclico es un aztGcar L en la configuracidén alfa.
En algunas realizaciones, el resto de azucar biciclico es
un azucar L en la configuracién beta.

En algunas realizaciones, el resto de aztcar biciclico
comprende un grupo puente entre los adtomos de carbono en 2'
y 4'. En algunas realizaciones, el grupo puente comprende
de 1 a 8 grupos Dbirradicales 1ligados. En algunas
realizaciones, el resto de azlUcar biciclico comprende de 1
a 4 grupos birradicales ligados. En algunas realizaciones,
el resto de aztUcar biciclico comprende 2 o 3 grupos
birradicales ligados. En algunas realizaciones, el resto de
azlGcar biciclico comprende 2 grupos birradicales ligados.
Ejemplos de dichos sustituyentes de azucar en 4’ a 2',
incluyen, a modo no taxativo: -[C(Ra) (Rp)In—, —[C(Ra) (Rp) In—

o-, —C(RaRp) -N(R)-0- o —-C(RsRp) -O-N(R)-; 4'-CH,-2", 4' -
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(CHy),-2"', 4'-(CHy)3-2"; 4'-(CH,)-0-2"'" (LNA); 4'-(CHy)-S-2";
4'-(CHjy),-0-2" (ENA) ; 4'-CH(CH3) -0-2" (cEt) )\ 4'-C-
H(CH,OCH3) -0-2"' 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(CHs3) (CH3)-0-2' y andlogos del mismo, (ver,
por ejemplo, W02009/006478, publicada el 8 de enero de
2009); 4'-CH,-N(OCH;3)-2' vy andlogos del mismo (ver, por
ejemplo, W02008/150729, publicada el 11 de diciembre de
2008) ; 4'-CH,-0O-N (CH3) =2" (ver, por ejemplo,
UsS2004/0171570, publicada el 2 de setiembre de 2004 ); 4'-
CH,-O-N(R)-2' y 4'-CH,-N(R)-0-2'-, en donde cada R es,
independientemente, H, un grupo protector o alquilo Ci1-Ciy;
4'-CH,-N(R)-0-2"', en donde R es H, alquilo C;-Ci» 0 un grupo
protector (ver, Patente de los EE. UU. 7.427.672, expedida
el 23 de setiembre de 2008); 4'-CH,-C(H) (CH3)-2' (ver, por
ejemplo, Chattopadhyaya, et al., J. Org. Chem.,2009, 74,
118-134); y 4'-CH,-C(=CH,)-2' y andlogos del mismo (ver, la
Solicitud Internacional PCT publicada WO 2008/154401,
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 ligados
seleccionados independientemente de -
[C(Ra) (Rp) In—, -C(R3)=C(Rp) -, -C(Rs)=N-, -C(=NR;)-, -C(=0)-,
-C(=S)-, -0-, -Si(Ra)2—, -S(=0)x— y -N(Ra)-;
en donde:

x es 0, 1 o 2;

nesl1l, 2, 3 0 4;

cada Ry y Rp es, independientemente, H, un grupo protector,
hidroxilo, alquilo C1-C12, alquilo C1-Cqo sustituido,

alquenilo C,-Ci,, alguenilo C,;-Ci;, sustituido, algquinilo Cy-
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Ci2, algquinilo Cy;-C;; sustituido, arilo Cs-Cpp, arilo Cs—Cyy
sustituido, radical heterociclo, radical heterociclo
sustituido, heteroarilo, hetercarilo sustituido, radical
aliciclico Cs-Cq, radical aluciclico Cs-Cy sustituido,
haldégeno, 0J;, NJ1J,, SJi, N3, CO0J;, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, CN, sulfonilo (S(=0),-J;) o sulfoxilo (S (=0)-
Ji); vy

cada J; y J; es, 1independientemente, H, alquilo C;-Cig,
alquilo C;-C;, sustituido, algquenilo C,-Cip, algquenilo C,-Ciy
sustituido, alquinilo C;-Cip, alquinilo C,-C;, sustituido,
arilo Cs-Cyo, arilo Cs-C,p sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo
sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminocalquilo C1-C12
sustituido o un grupo protector.

Los nucledésidos gque comprenden dichos restos de azucar
biciclicos se denominan nucledésidos biciclicos o BNA. En
algunas realizaciones, los nucledsidos biciclicos incluyen,
a modo no taxativo, (A) BNA oa-L-Metilenoxi (4'-CH,-0-27);
(B) BNA (-D-Metilenoxi (4’'-CH,-0-2"); (C) BNA Etilenoxi

(47 - (CHy),-0-2"); (D) BNA Aminooxi (4’-CH,-O-N(R)-2"); (E)
BNA Oxiamino (4’ -CH,-N(R)-0-2"); (F) BNA Metil (metilenoxi)
(4" -CH (CH3) -0-2") (también denominada etilo limitado o
cEt); (G) BNA metileno-tio (4’'-CH;-S5-2’); (H) BNA metileno-

amino (4’'-CH2-N(R)-2’); (I) BNA metil carbociclico (4’ -CH,-
CH(CHs)-2") ; (J) BNA c—-MOE (4" -CH,—-OMe-2") \ (K) BNA
propileno carbociclico (47 - (CHy)3=2") tal como se

representa a continuacién.
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en donde Bx es un resto de nucleobase y R es,
independientemente, H, un grupo protector o alquilo C;-Cis.

En algunas realizaciones, un nucledésido modificado en 2’
comprende un grupo sustituyente en 2' seleccionado de halo,
alilo, amino, azido, SH, CN, OCN, CF;, OCFs3, O-, S- o N(Rp) -
alquilo; O-, S- o N(Ry)-alquenilo; 0O-, S— o N(Ryp) -
alquinilo; O-alquilenil-O-alquilo, alquinilo, alcarilo,
aralquilo, O-alcarilo, O-aralquilo, O(CH;,),SCH3,0- (CH;),-0-
N(Ry) (Ry) o O-CH,;-C(=0)-N(Rp) (R,), donde cada Ry, y R, es,
independientemente, H, un grupo amino protector o alquilo
C1-Cig sustituido o insustituido. Estos grupos

sustituyentes en 2' pueden sustituirse adicionalmente por
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uno o mas grupos sustituyentes seleccionados
independientemente de hidroxilo, amino, alcoxi, carboxi,
bencilo, fenilo, nitro (NO;), tiol, tioalcoxi (S-alquil),
haldégeno, alquilo, arilo, alquenilo y alquinilo.

En algunas realizaciones, un nucledésido modificado en
2’ comprende un grupo sustituyente en 2’seleccionado de F,
NH,, Ns, OCFs;, O-CHs, O(CH;)sNH;, CH,-CH=CH,;, O-CH,-CH=CH,,
OCH,CH,0CH3, O (CHy) »SCH3, O- (CHjy) ,—O-N (Ry) (Ry) , -
O (CH;) 2,0 (CH,) 2N (CH3) » y acetamida (O-CH,-C (=0) =N (Rp) (Rp)
sustituido por N donde cada Ry y R, es, independientemente,
H, un grupo amino protector o alquilo C;-C;p sustituido o
insustituido.

En algunas realizaciones, un nucledésidos modificado en
2’ comprende un grupo sustituyente en 2’seleccionado de F,
OCF3, 0-CHs;, OCH,CH,0CHg3, 2'-0(CH;) »,SCHs;, O- (CHy) ,-0-
N (CHz)2, -O(CHz),0(CH2).N(CH3), y O-CH,-C(=0)-N(H)CHs.

En algunas realizaciones, un nucledésido modificado en
2’ comprende un grupo sustituyente en 2’ seleccionado de F,
O-CH3 y OCH,CH,0OCHs.

En algunas realizaciones, un nucledésido con azucar
modificado es un nuclebdésido 4’'-tio modificado. En algunas
realizaciones, un nucledésido con azlUcar modificado es un
nucledésido 4’'-tio-2’ modificado. Un nucledésido 4'-tio
modificado tiene un pf-D-ribonuclebdésido donde el 4'-0 se
reemplaza por 4'-S. Un nuclebdsido 4'-tio-2' modificado es
un nucledésido 4'-tio modificado que tiene el 2'-0OH
reemplazado por un grupo sustituyente en 2'. Los grupos
sustituyentes en 2’ adecuados incluyen 2'-0OCHj, 2'-0-(CHy) -

OCH; y 2'-F.

110



10

15

20

25

30

WO 2012/148952 - 111 - PCT/US2012/034880

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado comprende una o mas modificaciones
internucledésido. En algunas realizaciones, cada enlace

internucledésido de un oligonucledtido modificado es un
enlace internucledsido modificado. En algunas
realizaciones, un enlace internucledsido modificado
comprende un atomo de fésforo.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado comprende al menos un enlace internucledsido
fosforoticato. En algunas realizaciones, cada enlace
internucledésido de wun oligonucledtido modificado es un
enlace internucledsido fosforotioato.

En algunas realizaciones, un enlace internucledsido
modificado no comprende un atomo de fdésforo. En algunas
realizaciones, un enlace internucledsido se forma mediante
un enlace internucledésido algquilo de cadena corta. En
algunas realizaciones, un enlace internucledésido se forma
mediante un enlace internucledésido cicloalgquilo. En algunas
realizaciones, un enlace internucledsido se forma mediante
un heterodtomo mixto y enlace internucledésido algquilo. En
algunas realizaciones, un enlace internucledésido se forma
mediante un heterodtomo mixto y enlaces internucledsido
cicloalqgquilo. En algunas realizaciones, un enlace
internucledésido se forma mediante uno o mas enlaces
internucledésido heteroatdmicos de cadena corta. En algunas
realizaciones, un enlace internucledsido se forma mediante
uno o mas enlaces 1internucledésido heterociclicos. En
algunas realizaciones, un enlace internuclebdsido tiene un

esqueleto amida. En algunas realizaciones, un enlace
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internucledsido tiene partes componentes mixtas de N, O, S
y CHs.

En algunas realizaciones, un oligonucledtido

modificado comprende una o mas nucleobases modificadas. En

algunas realizaciones, un oligonucledétido modificado
comprende una © mas citocinas 5-metilo. En algunas
realizaciones, cada citosina de un oligonucledtido

modificado comprende una citocina 5-metilo.

En algunas realizaciones, una nucleobase modificada se
selecciona de citocina 5-hidroximetilo, 7-desazaguanina vy
7-desazaadenina. En algunas realizaciones, una nucleobase
modificada se selecciona de 7-desaza-adenina, 7-
desazaguanosina, Z2-aminopiridina y 2-piridona. En algunas
realizaciones, una nucleobase modificada se selecciona de
pirimidinas sustituidas en 5, 6-azapirimidinas y purinas
sustituidas N-2, N-6 y 0-6, incluidas 2 aminopropiladenina,
S5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina.

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

Determinadas composiciones farmacéuticas

En la presente se proporcionan composiciones
farmacéuticas que comprenden oligonucledtidos. En algunas
realizaciones, dichas composiciones farmacéuticas se usan

para el tratamiento de trastornos metabdlicos y afecciones
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asociladas. En algunas realizaciones, una composicidn
farmacéutica proporcionada en la presente comprende un
compuesto que comprende un oligonucledétido modificado que
consiste en 8 a 30 nucledsidos ligados y que tiene una
secuencia de nucleobases complementaria a miR-21 o un
precursor del mismo. En algunas realizaciones, una
composicién farmacéutica proporcionada en la presente
comprende un compuesto que consiste en un oligonucledtido
modificado que consiste en 8 a 30 nucledsidos ligados y que
tiene una secuencia de nucleobases complementaria a miR-21
o un precursor del mismo.

Las vias de administracidén adecuadas incluyen, a modo
no taxativo, oral, rectal, transmucosal, intestinal,
entérica, toépica, supositorio, a través de inhalaciédn,
intratecal, intracardiaca, intraventricular,

intraperitoneal, intranasal, intraocular, intratumoral vy

parenteral (por ejemplo, intravenosa, intramuscular,
intramedular y subcutédnea). En algunas realizaciones, se
administran intratecales farmacéuticos para lograr

exposiciones locales en lugar de sistémicas. Por ejemplo,
las composiciones farmacéuticas pueden inyectarse
directamente en el &rea del efecto deseado (por ejemplo, en
el higado).

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
se administra en forma de una unidad de dosificaciébén (por
ejemplo, comprimido, capsula, bolo, etc.). En algunas
realizaciones, una composicidén farmacéutica comprende un
oligonucledétido modificado a una dosis dentro de un rango
seleccionado de 25 mg a 800 mg, 25 mg a 700 mg, 25 mg a 600
mg, 25 mg a 500 mg, 25 mg a 400 mg, 25 mg a 300 mg, 25 mg a
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200 mg, 25 mg a 100 mg, 100 mg a 800 mg, 200 mg a 800 mg,
300 mg a 800 mg, 400 mg a 800 mg, 500 mg a 800 mg, 600 mg a
800 mg, 100 mg a 700 mg, 150 mg a 650 mg, 200 mg a 600 mg,
250 mg a 550 mg, 300 mg a 500 mg, 300 mg a 400 mg y 400 mg
a 600 mg. En algunas realizaciones, dichas composiciones
farmacéuticas comprende un oligonuclebétido modificado en
una dosis seleccionada de 25 mg, 30 mg, 35 mg, 40 mg, 45
mg, 50 mg, 55 mg, 60 mg, 65 mg, 70 mg, 75 mg, 80 mg, 85 mg,
90 mg, 95 mg, 100 mg, 105 mg, 110 mg, 115 mg, 120 mg, 125
mg, 130 mg, 135 mg, 140 mg, 145 mg, 150 mg, 155 mg, 160 mg,
165 mg, 170 mg, 175 mg, 180 mg, 185 mg, 190 mg, 195 mg, 200
mg, 205 mg, 210 mg, 215 mg, 220 mg, 225 mg, 230 mg, 235 mg,
240 mg, 245 mg, 250 mg, 255 mg, 260 mg, 265 mg, 270 mg, 270
mg, 280 mg, 285 mg, 290 mg, 295 mg, 300 mg, 305 mg, 310 mg,
315 mg, 320 mg, 325 mg, 330 mg, 335 mg, 340 mg, 345 mg, 350
mg, 355 mg, 360 mg, 365 mg, 370 mg, 375 mg, 380 mg, 385 mg,
390 mg, 395 mg, 400 mg, 405 mg, 410 mg, 415 mg, 420 mg, 425
mg, 430 mg, 435 mg, 440 mg, 445 mg, 450 mg, 455 mg, 460 mg,
465 mg, 470 mg, 475 mg, 480 mg, 485 mg, 490 mg, 495 mg, 500
mg, 505 mg, 510 mg, 515 mg, 520 mg, 525 mg, 530 mg, 535 mg,
540 mg, 545 mg, 550 mg, 555 mg, 560 mg, 565 mg, 570 mg, 575
mg, 580 mg, 585 mg, 590 mg, 595 mg, 600 mg, 605 mg, 610 mg,
615 mg, 620 mg, 625 mg, 630 mg, 635 mg, 640 mg, 645 mg, 650
mg, 655 mg, 660 mg, 665 mg, 670 mg, 675 mg, 680 mg, 685 mg,
690 mg, 695 mg, 700 mg, 705 mg, 710 mg, 715 mg, 720 mg, 725
mg, 730 mg, 735 mg, 740 mg, 745 mg, 750 mg, 755 mg, 760 mg,
765 mg, 770 mg, 775 mg, 780 mg, 785 mg, 790 mg, 795 mg, vy
800 mg. En algunas realizaciones, una composicién
farmacéutica comprende una dosis de oligonucledtido

modificado seleccionada de 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 150
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mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg,
700 mg y 800mg.

En algunas realizaciones, un agente farmacéutico es un
oligonucledtido modificado liofilizado estéril que se
reconstituye con un diluyente adecuado, por ejemplo, agua
estéril para inyeccidén o solucidn salina estéril para
inyeccién. El1 producto reconstituido se administra como una
inyeccién subcutanea o como una 1infusién intravenosa
después de la dilucidén en solucidn salina. EI1 producto
farmacoldgico liofilizado consiste en un oligonucledtido
modificado que se ha preparado en agua para inyeccidn o en
solucidén salina para inyeccidn, se ha ajustado hasta pH
7.0-9.0 con &4cido o base durante la preparacidén y luego se
ha liofilizado. El oligonucledétido modificado liofilizado
puede ser 25-800 mg de un oligonucledtido. Se entenderé
que abarca 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350, 375, 425, 450, 475, 500, 525, 550, 575,
600, 625, 650, 675, 700, 725, 750, 775 y 800 mg de
oligonucledétido liofilizado modificado. Ademéds, en algunas
realizaciones, el oligonucleétido modificado liofilizado es
una cantidad de un oligonuclebétido dentro de un rango
seleccionado de 25 mg a 800 mg, 25 mg a 700 mg, 25 mg a 600
mg, 25 mg a 500 mg, 25 mg a 400 mg, 25 mg a 300 mg, 25 mg a
200 mg, 25 mg a 100 mg, 100 mg a 800 mg, 200 mg a 800 mg,
300 mg a 800 mg, 400 mg a 800 mg, 500 mg a 800 mg, 600 mg a
800 mg, 100 mg a 700 mg, 150 mg a 650 mg, 200 mg a 600 mg,
250 mg a 550 mg, 300 mg a 500 mg, 300 mg a 400 mg y 400 mg
a 600 mg. E1l producto farmacoldégico liofilizado puede
envasarse en un vial de vidrio claro Tipo I de 2 mL

(tratado con sulfato de amonio), taponado con un cierre de
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caucho de bromobutilo vy sellado con un sobresello de
aluminio FLIP-OFF®.

En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas proporcionadas en la presente pueden contener
adicionalmente otros componentes adjuntos que se encuentran
convencionalmente en las composiciones farmacéuticas, en
sus niveles de uso establecidos en la técnica. Por

consiguiente, por ejemplo, las composiciones puede contener

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

antiinflamatorios, o pueden contener materiales adicionales
utiles para la formulacién fisica de wvarias formas de
dosificacién de las composiciones de la presente invencién,
tales como tintes, agentes saborizantes, conservantes,
antioxidantes, opacificantes, agentes espesantes %
estabilizantes. Sin embargo, dichos materiales, cuando se
agregan, no deben interferir indebidamente en las
actividades biolégicas de los componentes de las
composiciones de la presente invencidén. Las formulaciones
pueden esterilizarse y, si se desea, mezclarse con agentes
auxiliares, por ejemplo, lubricantes, conservantes,
estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales
para influir en la presidén osmbética, soluciones
amortiguadores, colorantes, saborizantes y/o sustancias
aromdticas y similares que no interactuan perjudicialmente
con el/los oligonucledétido(s) de la formulaciédn.

Se han usado restos lipidicos en terapias con éacido
nucleico en una variedad de métodos. En un método, el &cido

nucleico se introduce en liposomas o lipoplexos fabricados
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hechos con mezclas de lipidos catidnicos y lipidos neutros.
En otro método, se forman complejos de ADN con lipidos mono
o0 policatidénicos sin la presencia de un lipido neutro. En
algunas realizaciones, un resto lipidico se selecciona para
aumentar la distribucidén de un agente farmacéutico en una
célula o tejido especifico. En algunas realizaciones, un
resto lipidico se selecciona para aumentar la distribucién
de un agente farmacéutico en tejido graso. En algunas
realizaciones, un resto lipidico se selecciona para
aumentar la distribucidén de un agente farmacéutico en
tejido muscular.

En algunas realizaciones, su wusa INTRALIPID para
preparar una composicidén farmacéutica gque comprende un
oligonucledétido. Intralipid es una emulsidén grasa preparada
para administracidén intravenosa. Estd compuesta por 10% de
aceite de soja, 1.2% de fosfolipidos de yema de huevo,
2.25% de glicerina y agua para inyeccidén. Ademéds, se agrega
hidréxido de sodio para ajustar el pH a fin de que el rango
de pH del producto final sea 6 a 8.9.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un compuesto de
poliamina o un resto lipidico formando un complejo con un
acido nucleico. En algunas realizaciones, dichas
preparaciones comprenden uno o mas compuestos teniendo cada
uno individualmente una estructura definida por la férmula

(Z) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma,
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X X
\ \
R_N N NR
2 2
Rin
en donde cada X y x>, para cada caso, es

independientemente algquileno Ci4; n es 0, 1, 2, 3, 4 o 5;
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 preparacidn no
son H; m es 1, 2, 3 o 4; Y es O, NR? o S; R! es alquilo,
alquenilo o alquinilo; cada uno se sustituye opcionalmente
por uno o mas sustituyentes; y R? es H, alquilo, alquenilo
o alquinilo; cada uno se sustituye opcionalmente por uno o
mas sustituyentes; siempre que, se n = 0, entonces al menos
n + 3 de los restos R no son H. Dichas preparaciones se
describen en la publicacidén PCT WO/2008/042973, que se
incorpora a modo referencia a la presente en su totalidad
para la divulgacidn de preparaciones lipidicas.
Determinadas preparaciones adicionales se describen en
Akinc et al., Nature Biotechnology 26, 561 - 569 (01 de
mayo de 2008), qgque se incorpora a modo referencia a la
presente en su totalidad para la divulgacidn de
preparaciones lipidicas.

En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas proporcionadas en la presente comprenden uno
o méas oligonucledtidos modificados y uno o mas excipientes.
En algunas realizaciones, los excipientes se seleccionan de
agua, soluciones de sal, alcohol, polietilenglicoles,

gelatina, lactosa, amilasa, estearato de magnesio, talco,
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acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa vy
polivinilpirrolidona.

En algunas realizaciones, una composicidén farmacéutica
proporcionada en la presente se prepara usando técnicas
conocidas, incluidas, a modo no taxativo, mezclado,
disolucidén, granulacidn, formacidn de grageas, levigacidn,
emulsiodn, encapsulado, atrapamiento o formacidn de
comprimidos.

En algunas realizaciones, una composicidédn farmacéutica
proporcionada en la presente es un liquido (por ejemplo,
una suspensidn, elixir y/ 0 solucidn) . En algunas
realizaciones, una composicidén farmacéutica liquida se
prepara usando 1ingredientes conocidos en la técnica,
incluidos, a modo no taxativo, agua, glicoles, aceites,
alcoholes, agentes saborizantes, conservantes vy agentes
colorantes.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente es un sélido (por ejemplo, un
polvo, comprimido y/o céapsula). En algunas realizaciones,
una composicién farmacéutica sélida que comprende uno o méas
oligonucledétidos se prepara usando ingredientes conocidos
en la técnica, incluidos, a modo no taxativo, almidones,
azlUcares, diluyentes, agentes de granulacién, lubricantes,
aglutinantes y agentes desintegrantes.

En algunas realizaciones, una composicidédn farmacéutica
proporcionada en la presente se férmula como una
preparacién de depdsito. Algunas de dichas preparaciones de
depdésito con tipicamente de accidédn més larga que las
preparaciones que no son de depdsito. En algunas

realizaciones, dichas preparaciones se administran mediante
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implantacidn (por ejemplo, subcutaneamente o
intramuscularmente) o mediante inyeccidén intramuscular. En
algunas realizaciones, las preparaciones de depdsito se
preparan usando materiales poliméricos o hidrdéfobos
adecuados (por ejemplo, una emulsidén en un aceite
aceptable) 0 resinas de intercambio idénico, o como
derivados moderadamente solubles, por ejemplo, una sal
moderadamente soluble.

En algunas realizaciones, una composicidédn farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un sistema de
administracién. Ejemplos de sistemas de administracidn
incluyen, a modo no taxativo, liposomas y emulsiones.
Determinados sistemas de administracidén son Utiles para
preparar determinadas composiciones farmacéuticas incluidas
aquellas que comprenden compuestos hidréfobos. En algunas
realizaciones, se usan determinados disolventes organicos
tales como dimetilsulféxido.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente comprende una o mas moléculas
de administracidén especifica en un tejidos disefiadas para
administrar los uno o méds agentes farmacéuticos de 1la
presente invencidén a tejidos o tipos celulares especificos.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas incluyen liposomas revestidos con un
anticuerpo especifico de tejido.

En algunas realizaciones, una composicidédn farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un sistema
codisolvente. Algunos de dichos sistemas codisolventes
comprenden, por ejemplo, alcohol bencilico, un tensioactivo

no polar, un polimero organico miscible en agua y una fase
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acuosa. En algunas realizaciones, dichos sistemas
codisolventes se usan para compuestos hidréfobos. Un
ejemplo no taxativo de uno de dichos sistemas codisolventes
es el sistema codisolvente VPD, que es una solucidén de
alcohol absoluto que comprende 3% p/v de alcohol bencilico,
8% p/v de tensioactivo no polar Polysorbate 80™ y 65% p/v
de polietilenglicol 300. Las proporciones de dichos
sistemas codisolventes pueden variar considerablemente sin
alterar de forma significativa sus caracteristicas de
solubilidad vy toxicidad. Ademéds, la identidad de 1los
componentes codisolventes puede variar: por ejemplo, se
pueden usar otros tensicactivos en lugar de Polysorbate
80™; el tamafio de fraccidén del polietilenglicol puede
variarse; otros polimeros biocompatibles puede reemplazar
el polietilenglicol, por ejemplo, polivinil pirrolidona; vy
otros azlcares o polisacdridos ©puede sustituir a 1la
dextrosa.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un sistema de
liberacién sostenida. Un ejemplo no taxativo de dicho
sistema de liberacidén sostenida es una matriz semipermeable
de polimeros hidréfobos sélidos. En algunas realizaciones,
los sistema de liberacidén sostenida, dependiendo de su
naturaleza gquimica, pueden liberar agentes farmacéuticos
durante un periodo de horas, dias, semanas O meses.

En algunas realizaciones, una composicidédn farmacéutica
proporcionada en la presente se prepara para administracién
oral. En algunas realizaciones, una composicién
farmacéutica se formula combinando uno o mas compuestos que

comprenden un oligonucleétido modificado con uno o méas
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portadores farmacéuticamente aceptables. Algunos de dichos
portadores permiten que las composiciones farmacéuticas se
formulen como comprimidos, pastillas, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, suspensiones, emulsiones vy
similares para ingestidn oral por parte de un individuo. En
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas para
uso oral se obtuvieron mezclando el oligonucledtido y uno o
mas excipientes s6élidos. Los excipientes adecuados
incluyen, a modo no taxativo, cargadas, tales como
azlcares, incluidas lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol;
preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almiddn
de maiz, almiddébn de trigo, almiddén de arroz, almiddn de
papa, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio
y/o polivinilpirrolidona (PVP). En algunas realizaciones,
dicha mezcla se muele opcionalmente y se agregan auxiliares
opcionalmente. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas se forman para obtener nucleos de comprimidos
0 grageas. En algunas realizaciones, se agregan agentes
desintegrantes (por ejemplo, polivinilpirrolidona
reticulada, agar o &cido alginico o una sal del mismo, tal
como alginato de sodio).

En algunas realizaciones, los nuUcleos de grageas se
proporcionan con revestimientos. En algunas realizaciones,
se pueden usar soluciones de azlUcar concentradas, que
pueden contener opcionalmente goma arédbiga, talco,
polivinilpirrolidona, gel carbopol, polietilenglicol vy/o
diéxido de titanio, soluciones de laca y disolvente o

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

En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas para administracidén oral son capsulas duras
hechas con gelatina. Algunas de dichas céapsulas duras
comprenden uno o mas agentes farmacéuticos de la presente
invencidédn mezclados con una o mas cargas tales como
lactosa, aglutinantes tales como almidones y/o lubricantes
tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente,
estabilizantes. En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas para administracién oral son cadpsulas blandas
selladas hechas con gelatina y un plastificante, tal como
glicerol o sorbitol. En determinadas cépsulas blandas, uno
o méds agentes farmacéuticos de la presente invencidén se
disuelven o suspenden en liquidos adecuados, tales como
aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles
liguidos. Ademas, se pueden agregar estabilizantes.

En algunas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas se ©preparas ©para administracién bucal.
Algunas de dichas composiciones farmacéuticas son
comprimidos o grageas formulados de forma convencional.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
se prepara para administracidédn mediante inyeccidn (por
ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, etc.). En
algunas de dichas realizaciones, una composicién
farmacéutica comprende un portador y se formula en solucidn
acuosa, tal como agua o) soluciones amortiguadoras
fisioldgicamente compatibles tales como solucidén de Hanks,
solucién de Ringer o solucién amortiguadora salina

fisioldgica. En algunas realizaciones, se incluyen otros

123



10

15

20

25

30

WO 2012/148952 - 124 - PCT/US2012/034880

ingredientes (por ejemplo, ingredientes que auxilian en la
solubilidad o sirven como conservantes). En algunas
realizaciones, las suspensiones 1inyectables se preparan
usando portadores liquidos apropiados, agentes de
suspensidén y similares. Algunas composiciones farmacéuticas
para 1inyeccidén se presentan en forma de dosificacidn
unitaria, por ejemplo, en ampollas o en contenedores de
dosis multiples. Algunas composiciones farmacéuticas para
inyeccidén son suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos o acuosos y pueden contener agentes de
formulacidn tales como agentes de suspensién,
estabilizantes y/o dispersantes. Algunos disolventes
adecuados para uso en composiciones farmacéuticas para
inyeccidén incluyen, a modo no taxativo, disolventes
lipofilicos y aceites grasos, tales como aceite de sésamo,
ésteres de &cido graso sintéticos, tales como oleato de
etilo o triglicéridos, vy liposomas. Las suspensiones de
inyeccidén acuosas pueden contener sustancias gque aumentan
la viscosidad de la suspensioén, tales como
carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano.
Opcionalmente, dichas suspensiones también pueden contener
estabilizantes o) agentes adecuados que aumentan la
solubilidad de agentes farmacéuticos para permitir la
preparacidédn de soluciones altamente concentradas.

En algunas realizaciones, una composicidédn farmacéutica
se prepara para administracién transmucosal. En algunas de
dichas realizaciones, se usan penetrantes apropiados para
permear la barrera en la formulacidédn. Dichos penetrantes se

conocen bien en la técnica.
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En algunas realizaciones, una composicidén farmacéutica
se prepara para administracidén por inhalacidédn. Algunas de
dichas composiciones farmacéuticas para inhalacidén se
preparan en forma de un pulverizador en aerosol en un
envase presurizado o un nebulizador. Algunas de dichas
composiciones farmacéuticas comprenden un propulsor, por
ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoroetano, didéxido de carbono u otro gas
adecuado. En algunas realizaciones gue usan un aerosol
presurizado, la unidad de dosificacidédn puede determinarse
con una valvula que administra una cantidad medida. En
algunas realizaciones, se pueden formular capsulas o
cartuchos para uso en un inhalador o insuflador. Algunas de
dichas formulaciones comprende una mezcla en polvo de un
agente farmacéutico de la invencién y una base en polvo
adecuada tal como lactosa o almidén.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
se prepara para administracién rectal, tal como
supositorios o enema de retencidén. Algunas de dichas
composiciones farmacéuticas comprenden ingredientes
conocidos, tales como mantequilla de cacao y/u otros
glicéridos.

En algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
se prepara para administracidén toépica. Algunas de dichas
composiciones farmacéuticas comprenden bases hidratantes
suaves, tales como unguentos o cremas. Bases de unguento
adecuadas ejemplares incluyen, a modo no taxativo,
petrolato, petrolato mas siliconas volatiles y lanolina vy

agua en emulsiones oleosas. Bases de crema adecuadas
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ejemplares incluyen, a modo no taxativo, crema fria vy
ungiento hidrdéfilo.

En algunas realizaciones, una composicidén farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un oligonucledtido
modificado en una cantidad terapéuticamente efectiva. En
algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente
efectiva es suficiente para evitar, aliviar o mejorar 1los
sintomas de la enfermedad o prolongar la supervivencia del
individuo gque estd siendo tratado. La determinacién de una
cantidad terapéuticamente efectiva estd dentro de las
capacidades de los expertos en la técnica.

En algunas realizaciones, uno o mas oligonucledtidos
modificados proporcionados en la presente se formulan como
un profarmaco. En algunas realizaciones, tras la
administracioén in vivo, un profarmaco se convierte
quimicamente en la forma bioldgicamente, farmacéuticamente
0 terapéuticamente més activa de un oligonucledbdtido. En
algunas realizaciones, los profdrmacos son Utiles porque
son mas faciles de administrar que la forma activa
correspondiente. Por ejemplo, en ciertos casos, un
profdrmaco puede ser méds biodisponible (por ejemplo, a
través de administracién oral) que su forma activa
correspondiente. En ciertos casos, un profarmaco puede
tener solubilidad mejorada en comparacidén con la forma
activa correspondiente. En algunas realizaciones, los
profdrmacos son menos solubles en agua que la forma activa
correspondiente. En ciertos casos, dichos profarmacos
poseen transmisidén superior a través de las membranas
celulares, donde la solubilidad en agua es perjudicial para

la movilidad. En algunas realizaciones, un profarmaco es un
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éster. En algunas realizaciones, el éster se hidroliza
metabdlicamente en acido carboxilico tras la
administracién. En ciertos casos, el compuesto que contiene
acido carboxilico es la forma activa correspondiente. En
algunas realizaciones, un profadrmaco comprende un péptido
corto (poliaminoacido) unido a un grupo acido. En algunas
de dichas realizaciones, el péptido se escinde tras la
administracidén para formar la forma activa correspondiente.

En algunas realizaciones, un profdrmaco se produce
modificando un compuesto farmacéuticamente activo a fin de
que el compuesto activo se regenere tras la administracidn
in vivo. El profarmaco puede disefilarse para alterar la
estabilidad metabdélica o las caracteristicas de transporte
de un farmaco, para enmascarar efectos secundarios o
toxicidad, para mejorar el sabor de un farmaco o para
alterar otras caracteristicas o propiedades de un farmaco.
En virtud del conocimiento sobre procesos farmacodindmicos
y metabolismo de féarmacos in vivo, los expertos en la
técnica, una vez conocido un compuesto farmacéuticamente
activo, puede disefiar profadrmacos del compuesto (ver, por
ejemplo, Nogrady (1985) Medicinal Chemistry A Biochemical
Approach, Oxford University Press, New York, paginas 388-
392) .
Algunas vias de administracidn

En algunas realizaciones, la administracidén a un
individuos comprende administracién parenteral. En algunas
realizaciones, la administracidén a un individuos comprende
administracién intravenosa. En algunas realizaciones, la
administracién a un individuo comprende administracidn

subcuténea.
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En algunas realizaciones, la administracién a un
individuo comprende administracidn intraarterial. En
algunas realizaciones, la administracién a un individuo
comprende administracidn intracardiaca. Los medios
adecuados para administracidédn intracardiaca incluyen el uso
de un catéter, o administracidén durante una cirugia a
corazdn abierto. En algunas realizaciones, la
administracidédn comprende el uso de un stent.

En algunas realizaciones, la administracidén incluyen
administracidén pulmonar. En algunas realizaciones, la
administracidn pulmonar comprende administracidn del
oligonucledétido aerosolizado al pulmébn de un individuo
mediante inhalacién. Tras la inhalacidén por parte del
individuo del oligonucledétido aerosolizado, el
oligonucledétido se distribuye a las células del tejido
pulmonar inflamado y normal, incluidos los marcédéfagos
alveolares, eosindéfilis, epitelio, endotelio de wvasos
sanguineos y epitelio bronqueolar. Un dispositivo adecuado
para la administracién de una composicién farmacéutica que
comprende un oligonuclebétido modificado incluye, a modo no
taxativo, un dispositivo nebulizador estandar. Las
formulaciones y métodos para modular el tamafio de las
gotitas usando los dispositivos nebulizadores para
porciones especificas objetivo del tracto respiratorio vy
pulmones se conocen en la técnica. Dispositivos adecuados
adicionales incluyen inhaladores de polvo seco o
inhaladores de dosis medida.

En algunas realizaciones, se administran composiciones
farmacéuticas para lograr exposiciones locales en lugar de

sistémicas. Por ejemplo, la administracioén pulmonar
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administra una composicidén farmacéutica al pulmdn, con
minima exposicidédn sistémica.

Las vias de administracidén adecuadas adicionales
incluyen, a modo no taxativo, oral, rectal, transmucosal,
intestinal, entérica, tépica, supositorio, intratecal,
intraventricular, intraperitoneal, intranasal, intraocular
intramuscular, intramedular e intratumoral.

Algunos compuestos

En la presente se proporcionan compuestos que
comprenden un oligonucledétido modificado que tiene
determinados patrones de nucledésidos vy usos de estos
compuestos para modular la actividad, nivel o expresidn de
un acido nucleico objetivo. En algunas realizaciones, el
compuesto comprende un oligonucledtido. En algunas
realizaciones, el compuesto consiste en un oligonucledtido.
En algunas realizaciones, el oligonucledétido es un
oligonucledétido modificado. En algunas realizaciones, un
oligonucledétido modificado es complementario a un ARN
pequefio no codificante. En algunas realizaciones, el ARN
pequefio no codificante es miR-21.

En algunas realizaciones, el compuesto comprende un
oligonucledétido modificado hibridado a una hebra
complementaria, es decir, el compuesto comprende un
compuesto oligomérico de doble hebra. En algunas
realizaciones, la hibridacién de un oligonucledétido
modificado a una hebra complementaria forma al menos un
extremo romo. En algunas de dichas realizaciones, la
hibridacién de un oligonucledbétido modificado con una hebra
complementaria forma un extremo romo en cada extremo del

compuesto oligomérico de doble hebra. En algunas

129



10

15

20

25

30

WO 2012/148952 - 130 - PCT/US2012/034880

realizaciones, el extremo de un oligonucledtido modificado
comprende uno o mas nucledsidos 1ligados adicionales con
respecto a la cantidad de nucledsidos ligados de la hebra
complementaria. En algunas realizaciones, los uno o mas
nucledsidos adicionales estdn en el extremo 5’ de un
oligonucledétido. En algunas realizaciones, los uno o mas
nucledsidos adicionales estdn en el extremo 3’ de un
oligonucledétido. En algunas realizaciones, al menos una
nucleobase de un nucledésido de los uno o mas nucledbdsidos
adicionales es complementaria al ARN objetivo. En algunas
realizaciones, cada nucleobase de cada uno de los uno o méas
nucledsidos adicionales es complementaria al ARN objetivo.
En algunas realizaciones, el extremo de una hembra
complementaria comprende uno o mas nucledsidos ligados
adicionales con respecto a la cantidad de nucledbsidos
ligados de un oligonucledétido. En algunas realizaciones,
los uno o més nuclebdsidos adicionales estédn en el extremo
3’ de la hebra complementaria. En algunas realizaciones,
los uno o més nuclebdsidos adicionales estédn en el extremo
5’7 de la hebra complementaria. En algunas realizaciones dos
nucledésidos ligados adicionales se ligan a un extremo. En
algunas realizaciones, un nucledésido adicional se liga a un
extremo.

En algunas realizaciones, el compuesto comprende un
oligonucledétido modificado conjugado a uno o mas restos que
potencian la actividad, distribucidén celular o absorcidn
celular de los oligonucledbétidos no codificantes
resultantes. En algunas de dichas realizaciones, el resto
es un resto colesterol. En algunas realizaciones, el resto

es un resto lipidico. Restos adicionales para conjugacidn
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incluyen carbohidratos, fosfolipidos, Dbiotina, fenazina,
folato, fenantridina, antraquinona, acridina,
fluoresceinas, rodaminas, coumarinas y tintes. En algunas
realizaciones, un grupo conjugado se acopla directamente a
un oligonucledétido. En algunas realizaciones, un grupo
conjugado se acopla a un oligonucledtido modificado
mediante un resto de 1ligacidén seleccionado de amino,
hidroxilo, &cido <carboxilico, tiol, insaturaciones (por
ejemplo, uniones dobles o triples), acido 8-amino-3,6-
dioxaoctanoico (ADO) , succinimidil 4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-l-carboxilato (SMCC), 4&cido 6-aminohexanoico
(AHEX o AHA), alquilo C1-Cl0 sustituido, alquenilo C2-C10
sustituido o insustituido y alquinilo C2-C10 sustituido o
insustituido. En algunas de dichas realizaciones, un grupo
sustituyente se selecciona de hidroxilo, amino, alcoxi,
carboxi, bencilo, fenilo, nitro, tiol, tiocalcoxi, haldgeno,
alquilo, arilo, alquenilo y algquinilo.

En algunas de dichas realizaciones, el compuesto
comprende un oligonucledétido modificado que tiene uno o més
grupos estabilizantes que se acoplan a uno o ambos extremos
de un oligonucledétido modificado para potenciar las

propiedades tales como, por ejemplo, la estabilidad de 1la

nucleasa. Los grupos estabilizantes incluyen estructuras
funda. Estas modificaciones terminales protegen al
oligonucledtido modificado de la degradacidn por

exonucleasas y puede ayudar en la administracién vy/o

localizacidén dentro de una célula. La funda puede estar
presente en el extremo 5' (funda en 5') o en el extremo 3'
(funda en 3') o puede estar presente en ambos extremos. Las
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estructuras de funda incluyen, por ejemplo, fundas abasicas
desoxi invertidas.

Las estructuras de funda adecuadas incluyen un
nucledétido 4',5"'"-metileno, un nucledtido 1- (beta-D-
eritrofuranosilo), un nucledétido 4'-tio, un nucledtido
carbociclico, un nucledtido 1,5-anhidrohexitol, un
nucledtido L, un nucledtido alfa, un nucledtido de Dbase
modificada, un enlace fosforoditiocato, un nucledétido treo-
pentofuranosilo, un nucledétido aciclico 3',4'-seco, un
nucledétido aciclico 3,4-dihidroxibutilo, un nucledtido
aciclico 3,5-dihidroxipentilo, un resto nucleotidico 3'-3'-
invertido, un resto abdsico 3'-3'-invertido, un resto
nucleotidico 3'-2'-invertido, un resto abédsico 3'-2'-
invertido, un 1,4-butanodiol fosfato, un 3'-fosforamidato,
un hexilfosfato, un aminohexil fosfato, un 3'-fosfato, un
3'-fosforotioato, un fosforoditioato, un resto formador de
puente metilfosfonato y un resto no formador de puente
metilfosfonato 5'-amino-alquil fosfato, un 1,3-diamino-2-
propil fosfato, 3-aminopropil fosfato, un 6-aminohexil
fosfato, un 1,2-aminododecil fosfato, un hidroxipropil
fosfato, un resto nucleotidico 5'-5'-invertido, un resto
abéasico 5'-5"-invertido, un 5'-fosforamidato, un 5'"-
fosforotioato, un 5'-amino, un 5'-fosforamidato formador de
puentes y/o no formador de puentes, un fosforoticato y un
resto 5'-mercapto.

Determinadas terapias adicionales

Los tratamientos para una enfermedad asociada con miR-
21 pueden comprender mas de una terapia. Como tal, En
algunas realizaciones proporcionadas en la presente, hay

métodos para tratar un individuo que tiene o se sospecha
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que tiene una enfermedad asociada con miR-21, que
comprenden administrar al menos una terapia ademads de
administrar un oligonucledétido modificado que tiene una
secuencia de nucleobases complementaria a un microARN.

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, 1los agentes antiinflamatorios incluyen un
agente antiinflamatorio esteroide. En algunas
realizaciones, un agente antiinflamatorio esteroide es un
corticoesteroide. En algunas realizaciones, el
corticoesteroide es prednisona. En algunas realizaciones,
un agente antiinflamatorio es un fédrmaco antiinflamatorio
no esteroide. En algunas realizaciones, un agente
antiinflamatorio no esteroide es ibuprofeno, un inhibidor
de COX-I o un inhibidor de COX-2.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen agentes antidiabéticos. Los agentes antidiabéticos
incluyen, a modo no taxativo, biguanidas, inhibidores de
glucosidasa, insulinas, sulfonilureas y tiazolidinedionas.

En algunas realizaciones, los agentes farmacéuticos
incluyen, a modo no taxativo, diuréticos (por ejemplo,
espironolactona, eplerenona, furosemida), indtropos (por
ejemplo, dobutamina, milrinona), digoxina, vasodilatadores,
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina II
(ECA) (por ejemplo, son captopril, enalapril, lisinopril,
benazepril, quinapril, fosinopril y ramipril), bloqueadores
del receptor de angiotensina II (BRA) (por ejemplo,

candesartéan, irbesartédn, olmesartéan, losartédn, valsartan,
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telmisartan, eprosartan), blogqueadores de canal de calcio,
dinitrato de isosorbida, hidralazina, nitratos (por
ejemplo, mononitrato de isosorbida, dinitrato de

isosorbida), hidralazina, beta-bloqueadores (por ejemplo,
carvedilol, metoprolol) vy péptidos natriuréticos (por
ejemplo, nesiritida).

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

En algunas realizaciones, un agente farmacéutico es un
agente farmacéutico gque bloquea una o mads respuestas a
sefiales fibrogénicas.

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

En algunas realizaciones, una terapia adicional puede
ser un agente farmacéutico que mejora el sistema
inmunitario del cuerpo, incluido ciclofosfamida en dosis
bajas, timostimulina, vitaminas % complementos
nutricionales (por ejemplo, antioxidantes, incluidas
vitaminas A, C, E, beta-caroteno, zinc, selenio, glutatién,
coenzima Q-10 vy echinacea) vy wvacunas, por ejemplo, el
complejo inmunoestimulador (ISCOM), que comprende una
formulacién de vacuna gque combina una presentacidn
multimérica del antigeno y un adyuvante.

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

invencién. Dichos efectos secundarios incluyen, a modo no
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taxativo, reacciones en el sitio de inyeccién,
anormalidades en la prueba de funcién hepatica,
anormalidades en la funcidén renal, toxicidad hepatica,
toxicidad renal, anormalidades en el sistema nervioso
central y miopatias. Por ejemplo, niveles aumentados de
aminotransferasa en suero pueden indicar toxicidad hepéatica
o anormalidad en la funcidén hepdtica. Por ejemplo,
bilirrubina aumentada puede indicar toxicidad hepatica o
anormalidad en la funcidén hepatica.

Ejemplos adicionales de agentes farmacéuticos
adicionales incluyen, a modo no taxativo, inmunoglobulinas,

incluidas, a modo no taxativo inmunoglobulina intravenosa

(IVIg) ; analgésicos (por ejemplo, acetaminofen) ;
salicilatos; antibidéticos; antivirales; antifingicos;
modificadores adrenérgicos; hormonas (por ejemplo,

esteroides anabdélicos, andrdgeno, estrdgeno, calcitonina,
progestina, somatostatina % hormonas tiroideas);
inmunomoduladores; relajantes musculares; antihistaminas;

agentes para la osteoporosis (por ejemplo, bifosfonatos,

calcitonina y estrbdgenos) ; prostaglandinas, agentes
antineoplésicos; agentes psicoterapéuticos; sedantes;
productos de roble venenoso o) zumaque venenoso;

anticuerpos; y vacunas.
Determinados kits

La presente invencidédn también proporciona kits. En
algunas realizaciones, los kits comprenden uno o mas
compuestos de la invencidn que comprenden un
oligonucledétido modificado, en donde la secuencia de

nucleobase del oligonucledétido es complementaria a la

secuencia de nucleobases de miR-21. Los compuestos
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complementarios a miR-21 puede tener cualquiera de 1los
patrones de nucledsidos descritos en la presente. En
algunas realizaciones, los compuestos complementarios a
miR-21 puede estar presentes dentro de un wvial. Un
pluralidad de viales, tal como 10, pueden estar presentes,
por ejemplo, en envases dispensadores. En algunas
realizaciones, el vial se fabrica a fin de ser accesible
mediante una Jeringa. El kit también puede contener
instrucciones para usar los compuestos complementarios a
miR-21.

En algunas realizaciones, los kits pueden usarse para
administracién del compuesto complementario a miR-21 a un
individuo. En tales <casos, ademds de los compuestos
complementarios a miR-21, el kit puede comprender
adicionalmente uno o mas de los siguientes: jeringa, hispo
de alcohol, bola de algoddén y/o almohadilla de gasa. En
algunas realizaciones, los compuestos complementarios a
miR-21 pueden estar presentes en una Jjeringa precargada
(tal como Jjeringas de dosis simple con, por ejemplo, un
jeringa de paso 27, de ¥ pulgada con una guarda de aguja),
en lugar de en un vial. Un pluralidad de Jjeringas
precargadas, tal como 10, pueden estar presentes, por
ejemplo, en envases dispensadores. El1 kit también puede
contener instrucciones para usar los compuestos
complementarios a miR-21.

Algunos modelos experimentales

En algunas realizaciones, la presente invencidn
proporciona métodos para usar y/o evaluar oligonucledtidos
modificados de la ©presente invencidén en un modelo

experimental. Los expertos en la técnica son capaces de
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seleccionar y modificar los protocolos para dichos modelos
experimentales para evaluar un agente farmacéutico de la
invencién.

En general, los oligonucledétidos modificados primer se
evaltan en células cultivadas. Los tipos celulares
adecuados incluyen aquellos que estan relacionados con el
tipo celular al que se desea administrar un oligonucledtido
modificado in vivo. Por ejemplo, los tipos celulares
adecuados para el estudio de los métodos descritos en la
presente incluyen células primarias o cultivadas.

En algunas realizaciones, la medida en que un
oligonucledtido modificado interfiere con la actividad de
miR-21 se evalta en células cultivadas. En algunas
realizaciones, la inhibicidén de la actividad del microARN
puede evaluarse midiendo los niveles del microARN.
Alternativamente, se puede medir el nivel de un trascrito
regulados por microARN previsto o validado. Una inhibicién
en la actividad del microARN puede resultar en el aumento
del trascrito regulado por miR-21 vy/o de 1la proteina
codificada por el trascrito regulado por miR-21. Ademés, en
algunas realizaciones, se pueden pedir determinados
resultados fenotipicos.

Existen varios modelos animales disponibles para 1los
expertos en la técnica para el estudio de miR-21 en modelos
de enfermedad humana. Por ejemplo, se pueden estudiar los
inhibidores de miR-21 en modelos de céncer, tales como
modelos de xenoinjerto ortotdépicos, modelos de cancer
inducido por toxina o modelos de cancer 1inducidos
genéticamente. En dichos modelos de céancer, los estudios

pueden llevarse a cabo para evaluar 1los efectos de los
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inhibidores de miR-21 en el tamafio del tumor, la cantidad
de tumores, la sobrevida total y/o la sobrevida libre de
progresidn.

Los efectos de los inhibidores de miR-21 en la funcidn
cardiaca y la fibrosis pueden estudiarse en modelos de
operaciédn de ligadura transadrtica o infarto de miocardio,
induciendo cada uno la funcidén cardiaca anormal y fibrosis.
Los modelos de fibrosis renal incluyen obstruccidn uretral
unilateral y lesidén por isquemia/reperfusidédn. Durante los
primeros puntos de tiempo, el modelo de lesidn renal por
reperfusidén isquémica pueden usarse como modelo para lesidn
renal aguda, mientras que en los puntos de tiempo finales
sirven como modelo para la fibrosis renal. Los modelos de
fibrosis hepatica se inducen, por ejemplo mediante
intoxicacién con tetracloruro de carbono o reseccidn de las
vias biliares. Los efectos de miR-21 en la fibrosis
pulmonar pueden estudiarse, por ejemplo, en un modelo de
fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. Los modelos de
curaciédn de heridas también estédn disponibles para el
experto en la técnica, por ejemplo, los ratones C57Bl/KsJ-
db/db, que exhiben varias caracteristicas de la diabetes no
dependiente de insulina, tal como retraso marcado del
cierre de heridas.

Algunos ensayos de cuantificacidn

Los efectos de la inhibicidén no codificante de miR-21
luego de la administracidén de oligonucledtidos modificadas
puede evaluarse mediante una variedad de métodos conocidos
en la técnica. En algunas realizaciones, estos métodos se
usan para cuantificar los niveles de microARN en células o

tejidos in vitro o in vivo. En algunas realizaciones, se
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miden los cambios en los niveles de microARN mediante
andlisis de micromatrices. En algunas realizaciones, 1los
cambios en los niveles de microARN se miden mediante uno de
varios ensayos PCR disponibles en el mercado, tales como el
TagMan® MicroRNA Assay (Applied Biosystems). En algunas
realizaciones, la inhibicién no codificante de miR-21 se
evaltia midiendo el nivel de ARNm y/o proteina de un miR-21
objetivo. La inhibicién no codificante de miR-21
generalmente resulta en el aumento en el nivel de ARNm y/o
proteina del microARN objetivo.
Ensayo de acoplamiento objetivo

La modulacidén de la actividad de microARN con un anti-
miR o mimico de microARN puede evaluarse midiendo el
acoplamiento objetivo. En algunas realizaciones, el
acoplamiento objetivo se miden mediante creacidén de
perfiles de micromatriz de ARNm. Las secuencias de los ARNm
que se modulan (en aumento o disminucidén) mediante el anti-
miR o mimico de microARN se someten a Dbusqueda para
determinas las secuencias semilla del microARN, para
comparar la modulacién de ARNm gque son objetivos del
microARN, para la modulacidén de ARNm gque no son objetivos
del microARN. De esta forma, la interaccidén del anti-miR
con el miR-21, o mimico de miR-21 con sus objetivos puede
evaluarse. En el caso de un anti-miR, los ARNm cuyos
niveles de expresidén aumentan se someten a deteccidn para
determinar las secuencias de ARNm dgue comprenden una
coincidencia de semilla con el microARN al gque el anti-miR

es complementario.
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EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se presentan a efectos de
ilustrar mas completamente algunas realizaciones de la
invencidén. No deben interpretarse de ningin modo como
limitantes del amplio alcance de la invencidn.
Los expertos en la técnica adoptardn facilmente 1los
principios subyacentes de este descubrimiento para disefiar
varios compuestos sin apartarse del espiritu de la presente
invencién.
Ejemplo 1: Deteccidén in vitro de compuestos anti-miR-21

Se evaluaron varios anti-miR dirigidos a miR-21 y que
comprenden nucledsidos cEt para determinar sus efectos
inhibidores sobre 1la actividad de miR-21. Tal como se
muestra en la Tabla A, estos compuestos varian en longitud
y cantidad, tipo 'y disposicién de los nucledsidos
modificados. 25919 comprende nucledbdsidos 2’'-MOE y 2’-fluoro
y es conocido por inhibir a miR-21, y por consiguiente, se
incluye como testigo positivo. El resto de los compuestos
comprenden nucledbdsidos cEt en combinacién con nucledbdsidos
2’ -MOE y/o R-D-desoxirribonuclebsidos.

Tabla A: compuestos anti-miR-21

Compuesto |Secuencia y quimica (5’ a 3') SEQ ID
No. NO
25919 UgCrArArCrArUrCrArGrUrCrUrGeArUrArArGrCrUgAR 4
25067 T CAA" CAT"CAGST"* CTGASTAAGS “CTA,L 4
25068 Ty cCrApArCsArTeCsArGrTECsTrGrArUsArArGeCsTrAR 4
25070 AsCsATCsAGTCsTGAUSAAGCSTAg 3
25071 A CAST " CAGST" CTGASTAAGs *CTA. 3
25072 AsCsArTECsArGETECsTEGrArUsApArGECsTEAE 3
25077 AT CeAGsT e CeTeGsAsTAAGs “CaTeAr 5
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25082 T ® CAACATCsAGTCsTGAUSAAGCSTAR 4

25731 AT CAG T C T GsAsToAsAsGe CCUsAs 5

En la Tabla A precedente, los nucledsidos que no estan

seguidos por un subindice indican B-D-
desoxirribonucledsidos. Los nucledésidos seguidos por un
subindice “E” indican nucledésidos 2’-MOE. Los nucledsidos

seguidos por un subindice “S” indican nucledésidos S-cEt.
Los nuclebésidos seguidos por un subindice “F” indican
nucledésidos 2’-fluoro. Cada enlace internuclebdésido es un
enlace internucledésido fosforotioato. El superindice “Me”
indica un grupo 5-metilo en la Dbase pirimidina del
nucledsido.

Los compuestos se evaluaron ©para determinas la
actividad inhibidora de miR-21 en un ensayo de luciferasa.
Se manipuldé una construccidén de sensor de luciferasa en
microARN usando pGL3-MCS2 (Promega). La construccién se
introdujo en células Hela para someter a prueba la
capacidad de los compuestos anti-miR para inhibir 1la
actividad de miR-21. En este ensayo, el miR-21 presente en
las células Hela se une a su sitio(s) cognado(s) en la
construccién de sensor de luciferasa y suprime la expresidn
de luciferasa. Cuando el anti-miR apropiado se introduce en
las células, se une a miR-21 vy atenta la expresidédn de
luciferasa. Por consiguiente, en este ensayo los anti-miR
que son inhibidores efectivos de la expresidén de miR-21
provocaran un aumento en la expresidédn de luciferasa.

Dia 1: Se sembraron células Hela (ATCC), transfectadas
de forma estable con una construccién de luciferasa
manipulada para contener un secuencia complementaria a miR-

21 en matraces T-170 (BD Falcon) a 3.5 *10° células/matraz.
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Las células Hela se cultivaron en medio Dulbecco’s Modified
FEagle Medium with High Glucose (Invitrogen).

Dia 2: Cada matraz de células Hela se transfectd con
0.5ug de un plasmido sensor phRL (Promega) gque expresaba
Renilla para usarse en la normalizacién. Las células Hela
se transfectaron usando 20ul de Lipofectamine 2000/matraz
(Invitrogen) . 4 horas después de la transfeccidn, las
células se lavaron con PBS y se tripsinizaron. Las células
Hela se colocaron en placas a 40k/pocillo en placas de 24
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 Lipofectin/100nM
ASO/ml Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Invitrogen) durante
4 horas. Después de la transfeccién ASO, se volvid a
colocar medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium with High
Glucose (Invitrogen) en las células Hela.

Dia 4: Las células Hela se lisaron pasivamente y se
midié la actividad de luciferasa usando el sistema Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega).

El ensayo de luciferasa se llevdé a cabo para someter a
prueba la capacidad de los anti-miR con los patrones de
nucledésidos descritos en la presente para inhibir 1la
actividad de miR-21. Los resultados se compararon con un
tratamiento "simulado", en el que las células no recibieron
tratamiento anti-miR. El1 experimento se repitidé y 1los
resultados se muestra en 1la siguiente Tabla B, como el
valor de luciferasa normalizado con respecto a la actividad
de beta-galactosidasa.

Tabla B: Actividad inhibitoria de compuestos anti-miR-21
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Concentracién de oligonucleétido
Tratamiento
500nM | 100nM | 20nM 4nM .8nM | .16nM
Transfeccidn
simulada 39 40 47 50 33 45
25919 202 171 114 84 53 40
25067 42 30 41 43 23 38
25068 122 97 86 64 54 45
25070 165 132 128 929 87 65
25071 42 53 63 50 36 48
25072 143 115 86 76 49 40
25077 40 42 33 45 33 34
25082 202 176 147 112 89 70
25731 59 38 39 32 45 34
Tal como se ilustra en la Tabla B, varios compuestos

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 el ensayo

de luciferasa. Para evaluar 1los cambios en el tipo de

nuclebdésido modificado en varias posiciones de 25070, se

disefiaron compuestos anti-miR-21 adicionales como se

muestra en la Tabla C.
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No. de
. Secuencia y quimica (5’ a 3’) Variacién con respecto a 25070
referencia
25070 ArCsATCsAGTCSTGAUSAAGCSTAE  (SEQ ID NO: 3) Ninguna
Ar CCsATMCsAGT" CsTGATAAG ™ CsTAR Cada citosina es una citosina 5-metilo
25922
(SEQ ID NO: 3)
nucledsido en el extremo 3’'es un
25923 ArCsATCAGTCSTGAUSAAGCSTAs (SEQ ID NO: 3) nucledsido cEt en lugar de un
nucledésido 2’ -MOE
nucledésido en el extremo 3’'es un
A C AT CsAGTM®CsTGAT ARG CsTAS nucledésido cEt en lugar de un
25924
(SEQ ID NO: 3) nucledsido 2’'-MOE y cada citosina es
una citosina 5-metilo
" " " " " Cada nucledésido no biciclico es un
Ap CCsArTg “CsArGrTr CsTrGrlArp TsArArGr CsTrAg
25116 nucledsido 2’'-MOE y cada citosina es
(SEQ ID NO: 3)
una citosina 5-metilo
A CL AT CI ARG T CCL TGl ST ArArGe °Cr TeAR Cada nucledésido no biciclico es un
25117

(SEQ ID NO: 3)

nucledsido 2’'-MOE y cada citosina es
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una citosina 5-metilo
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En la Tabla F precedente, los nucledsidos que no estan

seguidos por un subindice indican B-D-
desoxirribonucledsidos. Los nuclebdésidos seguidos por un
subindice “E” indican nucledbdsidos 2’-MOE. Los nucledsidos

seguidos por un subindice “S” indican nucledsidos S-cEt.
Los nucledbdésidos seguidos por un subindice “F” indican
nucledsidos 2’-fluoro. Cada enlace internuclebdésido es un
enlace internucledsido fosforotioato. El superindice “Me”
indica un grupo 5-metilo en la base pirimidina del
nucledsido.

El ensayo de luciferasa se llevd a cabo tal como se
describe en la presente para someter a prueba la capacidad
de los anti-miR en la Tabla F para inhibir la actividad de
miR-21. Los resultados se compararon con un tratamiento
"simulado", en el que las células no recibieron tratamiento
anti-miR. El experimento se repitid y los resultados de dos
replicados experimentales se muestran en la siguiente Tabla
D, como el cambio en el valor de luciferasa con respecto al
tratamiento simulado.

Tabla D: Ensayo de 1luciferasa para evaluar varios

compuestos anti-miR-21

Concentracién de compuesto anti-miR
Tratamiento

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 [ 8.81 |1.34 |1.10 1.02
25923 10.81 |11.34 |5.18 |1.10 |1.01 1.06
25924 8.99 |13.01(7.80 |1.37 |1.25 |1.10
25116 1.98 |5.64 |2.47 |1.06 |0.98 1.06
25117 2.91 7.36 3.64 1.14 1.15 1.05
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Tal como se ilustra en la Tabla D, varios compuestos
que contenian cEt demostraron una inhibicidén de miR-21 de
forma dependiente de la dosis, ademds de 25070: 25922,
25923 vy 25924. Los compuestos anti-miR-21 25116 y 25117,
teniendo cada wuno wuna modificacidén de azlUcar en cada
nucledsido, donde cada citosina es una citosina 5-metilo,
no fueron inhibidores efectivos de miR-21.

Ejemplo 3: Comparacién de patrones de nucledésidos que
confieren actividad a los compuestos anti-miR-21

Para determinar la relacidédn entre los patrones de
nucledsidos que confieren actividad a los compuestos anti-
miR-21, la disposicidén de nucledsidos modificados y no
modificados se compard en los compuestos anti-miR-21

activos, gque se muestran en la Tabla E.
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Tabla E: Compuestos anti-miR-21 que contienen cEt activos
Fila correspondiente
Compuesto SEQ ID
en Tabla a Secuencia y quimica (5’ a 3’)
No. NO
continuacién
2 25070 AgCsATCsAGTCsTGAUSAAGCsTAE 3
4 25082 TEMeCAACSATCSAGTCSTGAUSAAGCSTAE 4
5 25922 Ap " CsAT " CsAGT " CsTGAT ARG *CsTAg 3
6 25923 ApCsATCsAGTCsTGAUSAAGCsTAg 3
7 25924 Ag"CsAT " CsAGT " CsTGAT ARG ©CsTAs 3
148



10

15

20

WO 2012/148952

Tabla F: Estructuras

- 149 -

alineadas de compuestos anti-miR-21 que contienen cEt activos

PCT/US2012/034880

Nucleobase y resto de azucar

1| Tg|™Cg|RAg |BAg|Cs |Ag|Te|Cs |Bg|Ge|Te|Cs |Tz|Geg|Ag|Us|2Ag|Ag|Ge|Cs |Te|Ar
2 Az |Cs |A |T |Cs |A |G |T |Cs |T |G |A |Us|A |A |G |Cs |T |Ag
3 Ag | Cs |Ag|Tg|Cs |Bg|Geg|Te|Cs |Tg|Geg|Ag|Us|2Bg|Ag|Ge|Cs |Te|Ax
4 Ty |™C |A |A |Cs |A|T |Cs |A |G |T |Cs |T |G |A |Us|A |A |G |Cs |T |Ag
5 Ag | ™ Cs|A |T |"™Cs|A |G |T |™Cs|T |G |A |Us|A |A |G |™Cs|T |Ag
6 Az |Cs |A |T |Cs |A |G |T |Cs |T |G |A |Us|A |A |G |Cs |T |As
7 Ap | ™ Cs|A |T |"™Cs|n |G |T |"™Cs|T |G |A |Ts|2 |A |G |™Cs|T |Ag
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La comparacién de la disposicidén de nucledsidos
modificados y no modificados (Tabla F anterior) reveld que
determinados patrones de nucledésidos eran comunes a cada
compuesto anti-miR-21 altamente activo.

Por ejemplo, una comparaciédn de la estructura en el
extremo 5 de cada compuesto reveld una regidn que varia en
longitud de 1 a 4 nucleésidos, siendo <cada uno un
nucledésido no Dbiciclico (Columna ‘R’ en 1la Tabla G a
continuacién). Las siguiente regidén tiene un nucledsido
biciclico, seguido por dos nuclebdésidos no Dbiciclicos,
seguido por un nuclebdésido biciclico (Columna ‘1’ en la
Tabla G a continuacidn).

A continuacidédn sigue un bloque repetido de cuatro
nucledsidos, tres nucledsidos no biciclicos seguidos por un
nucledsido biciclico y este bloque de cuatro nucledbdsidos
aparece un total de tres veces (Columna ‘2’ en la Tabla G a
continuacidn) .

En cada anti-miR-21 activo los dos nucledsidos del
extremo 3’ son nucledsidos no biciclicos (Columna ‘T’ en la
Tabla G a continuacidn).

Tabla G: Estructura de patrén de nucleébsido

Regidn R 1 2 T
N°
Tipo de . . (N2-N2-N2- .
Longitud | N°-N®-N°-N . N®-N
nucledsido N7) 5
de 1 a 4

Este patrédn de nucledsidos se representa mediante la
siguiente férmula I, en el sentido 5’ a 3’:

(R) x—NP-N2-N2-N®- (N?-N2-N9-N®) ;- N2-N?
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en donde cada R es un nuclebdésido no biciclico; X es de 0 a
4;

cada N°® es un nucleésido biciclico;

cada N° es un nucleésido no biciclico; vy

cada N” es un nucleésido modificado.

Esta férmula abarca cada uno de los patrones de
nucledsidos de los compuestos anti-miR-21 activos 25068,
25070, 25072, 25082, 25922, 25923 y 25924, lo que demuestra
que el patrédn de nucledsidos I proporciona una actividad
anti-miR activa, permitiendo una flexibilidad en 1la
eleccidn del nucledsido biciclico, nucledsido no biciclico
y nucledsido modificado. Por consiguiente, en la presente
se proporcionan composiciones que comprenden
oligonucledétidos modificados que tienen complementariedad
de nucleobase con miR-21 vy un patrdén de nucledsidos
descrito por la fédrmula I.

Para determinar la relacidédn entre los patrones de
nucledsidos que confieren la actividad a los compuestos
anti-miR-21 activos que tienen una longitud de 19
nucledsidos ligados, se compard la disposicidn de
nucledsidos modificados y no modificados en todos 1los
compuestos altamente activos, que se muestran en la Tabla
H. Para ilustrar la disposicidén similar de determinados
nucledsidos, los compuestos se muestran nuevamente en la

Tabla TI.
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Tabla H: Compuestos anti-miR-21 activos

Fila Secuencia y quimica (5’ a 3')
SEQ ID
correspondiente Compuesto
en Tabla I No. No:
1 25070 ArCsATCsAGTCsTGAUSAAGCSTAR 3
3 25922 Ag " CAT"®CsAGT " CsTGAT ARG °CsTAg 3
4 25923 ApCsATCsAGTCsTGAUsAAGCSTAg 3
5 25924 A CsAT"CsAGT " CsTGATsAAG ™ CsTAs 3
2 25072 ApCsAETECsARGETECsTEGrArUsAgARGeCsTEAE 3

Tabla I: Alineacién de nucleébésidos de compuestos anti-miR-21 activos que se muestran en 1la

Tabla H

Nucleobase y resto de azucar
1|Aa;|Cs A |T Cs A |G |T Cs T G |A |Us|A |A |G |Csg T | Ag
2 | 2; | Cs Arp | Tz | Csg Agp | Gg | Tg | Cs Teg | Gg | A | Us | Ag | Ag | Gg | Cs Tr | Ag
3/Ag|™Cs|A |T [™Cs|A |G |T |™Cs|T |G |A |Us|A [A |G |[™Cs|T |Ag
4| Ap | Cg A |T Cs A |G |T Cs T G |A |Us|A |A |G |Csg T | As
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La comparacién de la disposicidén de nucledsidos
modificados y no modificados (Tabla I anterior) reveld
determinados patrones de nucledésidos gue eran comunes a
cada compuesto anti-miR-21 altamente activo que tiene una
longitud de 19 nucledésidos ligados.

Por ejemplo, una comparacidén de las estructuras en el
extremo 5’de cada compuesto reveld un nucledbdsido
modificado, que no es un nucleésido biciclico (Columna ‘N"/
en la Tabla J a continuacidén). Las siguiente regidn tiene
un nucledbdésido biciclico, seguido por dos nucledsidos no
biciclicos, seguido por un nucledsido biciclico (Columna
‘1" en la Tabla J a continuacidn).

A continuacidédn sigue un bloque repetido de cuatro
nucledsidos, tres nucledsidos no biciclicos seguidos por un
nucledsido biciclico y este bloque de cuatro nucledbdsidos
aparece un total de tres veces (Columna ‘2’ en la Tabla J a
continuacidn) .

En cada anti-miR-21 activo el nucledésido siguiente al
ultimo en el extremo 3’ es un nucledsido no modificado
(Columna ‘N’ en la Tabla J a continuacidén). E1 nucledsido
en el extremo 3’, que es complementario a la nucleobase en
la posicién 1 de miR-21, es un nucledésido modificado
(Columna ‘N?/ en la Tabla J a continuacién).

Tabla J: Similitudes de patrén de nucleébsido

Regién N 1 2 N | N*
Tipo de y s s s .
N NE-N9-N9-N (N2-N2-N2-N®)5 | N? | N

nucledésido

Este patrédn de nucledsidos se representa mediante 1la
siguiente férmula II, en el sentido 5’ a 3':
NY-NB-N9-N2-NB- (N9-N2-N2-N®) ;-N2-N?
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en donde N' es un nuclebésido modificado que no es un
nucledsido biciclico;

cada N® es un nucleésido biciclico;

cada N° es un nuclebésido no biciclico; vy

N? es un nucleésido modificado.

Los datos proporcionados en la presente demuestran que
este patrdén de nucledsidos confiere actividad a un compuesto
anti-miR-21 y ademds que la actividad del compuesto se
mantiene con una variedad de nuclebdsidos modificados. Por
consiguiente, en la presente se proporcionan composiciones
que comprenden un oligonuclebdétido modificado que tiene una
secuencia de nucleobase complementaria a miR-21 y un patrdn
de nucledsidos de férmula IT.

Se llevaron a cabo andlisis similares con el grupo de
compuestos anti-miR-21 gque incluye 25211 y 25220. Como
resultado de los andlisis precedentes, se establecieron las
férmulas IIT a V.

Ejemplo 2: Inhibicién de miR-21 en un modelo de fibrosis
renal

La obstruccidédn uretral unilateral (UUO) es un modelo
experimental establecido de 1lesidén renal que conduce a
fibrosis intersticial vy, por consiguiente, se usa como
modelo experimental que refleja la enfermedad renal humana.
La UUO se induce ligando quirUrgicamente un uUnico uréter.
Dado que la fibrosis se caracteriza por un aumento en el
coldgeno, la presencia y extensién de la fibrosis renal
pueden determinarse midiendo el contenido de colédgeno. Se
miden el cola&geno 1Al (Col 1Al) y el colédgeno 3A1 (Col 3A1)
para evaluar el contenido de coldgeno. La fibrosis renal
puede visualizarse tifilendo muestras de tejido con rojo

picrosirius para detectar los aumentos en el contenido de
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coldgeno. La fibrosis renal también puede observarse
midiendo la cantidad de hidroxiprolina, que es un
componente fundamental del colageno, en una muestra.

Los compuestos anti-miR-21 qgque contienen cEt que se
descubrié que eran activos en el ensayo de luciferasa se
sometieron a prueba en el modelo UUO de fibrosis renal.
25919 que comprende las modificaciones 2’'-MOE y 2’-fluoro
es conocido por inhibir la actividad de miR-21 in vivo se
incluyé como testigo positivo. Se trataron grupos de 8
animales de la siguiente forma: UUO solo, UUO con PBS o UUO
con compuesto anti-miR-21. Con respecto al dia del
procedimiento de UUO, se administraron PBS o compuesto
anti-miR-21 los dias -3, -1 y +5. Los compuestos anti-miR-
21 se administraron a una dosis de 20 mg/kg. Dado que los
compuestos anti-miR se administraron antes del
procedimiento  UUO, este régimen de dosificacidédn se
considera un tratamiento profildctico. E1 dia 11, 1los
animales se sacrificaron y el rifién se aisld para mediar la
expresién de colageno. La expresidén de colaéageno se midid
mediante PCR en tiempo real y se normalizd primero con
respecto a GAPDH y luego con respecto a animales testigos
de simulacién. La expresidn del colégeno 1A1 y el colégeno
3A1 se muestran en la Tabla K a continuacién.

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

de colageno en el modelo UUO

Colageno 1Al Colageno 3Al
Grupo de No. de
(expresidn |Media| (expresidn | Media
tratamiento|animal

normalizada) normalizada)
1 0.5 0.5
Simulacidn 0.9 1.3
2 0.9 0.9
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3 1.1 1.1

4 0.5 0.6

5 0.7 0.7

6 0.7 0.9

7 1.3 4.1

8 1.6 1.5

1 96.9 52.5

2 108.4 67.0

3 115.0 78.6

4 102.0 91.0
UUO-PBS 114.9 87.

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
Uu0-25068 4 89.1 96.4 76.2 60.

5 90.4 57.0

6 125.8 63.0

7 124.4 59.6

1 67.7 36.4

2 97.7 75.6

3 88.8 47.3

4 95.9 55.5
Uu0-25070 81.0 55.

5 71.4 63.3

6 44.5 28.5

7 73.0 64.2

8 109.4 72.9
Uu0o-25072 1 96.2 113.8 69.4 65.
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2 85.7 54.5
3 127.4 58.8
4 100.0 69.2
5 159.2 93.8
6 120.5 65.8
7 108.0 46.9
1 122.2 62.9
2 188.3 78.9
3 102.5 82.2
4 67.6 43.8
Uu0-25082 91.7 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
4 67.7 47.3
Uu0-25919 86.6 56.9
5 78.7 67.7
6 62.2 46.7
7 89.2 47.0
8 106.2 57.8

Este estudio se repitidé 2 a 3 veces con cada uno de
los grupos de tratamiento mencionados anteriormente. Un
meta andlisis de los estudios reveld que el tratamiento con
25070 exhibié la mayor potencia, juzgada por la expresidn
de colageno, resultando en una inhibicién del 40% del
coldgeno 1Al y una inhibicién del 30% del coldgeno 3Al.

25068 también fue activo en la reduccidén de la expresidn
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del colédgeno, pero en menor medida que 25070. 25072 vy
25082, aungque fueron inhibidores activos de miR-21 en las
pruebas in vitro descritas en la presente, no demostraron
una reduccién consistente en la expresidén de colageno.

El estudio UUO se repitid para confirmar la actividad
de 25070. El1 anti-miR-21 se administrd subcutédneamente a
una dosis de 20 mg/kg. Los resultados en la Tabla L a
continuacién confirman que 25070 es un inhibidor potente de
la expresidén del colageno 1A1 y el colageno 3Al.
Tabla L: Administracién profilactica de 25070 reducen la

expresién de colageno en el modelo UUO

Colageno 1Al Colageno 3Al
Tratamiento |Animal| (expresidén |Media | (expresidn |Media
normalizada) normalizada)

1 1.0 0.7
2 1.3 0.8

Simulacién 1.0 1.3
3 1.0 2.9
4 0.8 0.6
1 102.7 64.5
2 76.3 61.9
3 76.5 79.5
4 53.4 61.3

UuO-PBS 74.3 58.8
5 88.8 44.8
6 70.7 44 .4
7 58.8 53.3
8 67.4 60.6
1 13.9 34.9
Uu0-25070 2 9.2 47.4

30.2 42 .4
20 mg/kg SC 3 32.3 25.3
4 57.2 38.0
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5 47.6 47.9
6 26.1 54.3
7 35.0 56.1
8 20.4 35.2

La comparacidén de los estudios UUO reveld que 25070 es
un inhibidor altamente potente de la expresidén de colégeno
en el modelo UUO, por consiguiente, 25070 es un agente
terapéutico candidato para el tratamiento de la fibrosis,
incluida la fibrosis renal.

Ejemplo 3: Comparacién de anti-miR-21 con un bloqueador del
receptor de angiotensina

El bloqueador del receptor de angiotensina irbesartan
ha demostrado blogquear la formacidn de fibrosis
tubulointersticial en un modelo de lesidén renal crdénica
caracterizado por fibrosis. Los efectos de 25070 se
compararon con irbesartan en el modelo UUO de fibrosis.

Los grupos de tratamiento testigos incluian UUO solo
(simulacidén) y UUO con PBS administrado subcutdneamente. Un
grupo testigo adicional incluia UUO con portador Tween-
MC/20 peroralmente. 25070 administrado subcutédneamente a
una dosis de 20 mg/kg 5 dias antes, 2 dias antes y 3 dias
después del procedimiento de UUO. El1 irbesartdn se
administré peroralmente diariamente los dias 0 a 7 luego
del procedimiento de UUO. Los animales se sacrificaron el
Dia 10 luego del procedimiento de UUO. Se recogid tejido
del rifibn para medir la expresidén del coldgeno 1Al y el
colageno 3A1. Los resultados se muestran en la Tabla M a
continuacién e ilustran un reduccidn estadisticamente
significativa (p < .05 mediante ANOVA de una via) en la
expresién de CollAl en los animales tratados con 25070, con
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respecto a los animales tratados con solucidén salina. E1
irbesartdn no proporcioné una reduccidén estadisticamente
significativa en la expresién de CollAl. E1 irbesartén vy
25070 produjeron reducciones estadisticamente
significativas en la expresién de Col3al, produciendo el
25070 una reduccidén mayor en comparacidén con el irbesartéan.
Tabla M: 25070 reduce la expresidén del colageno en mayor

medida que irbesartan en el modelo de UUO

Colageno 1Al Coléageno 3Al
No. de
Grupo (expresidén |[Media| (expresidn |Media
animal
normalizada) normalizada)

1 1.1 0.9

2 0.8 0.6
Simulacién 1.0 1.1

3 0.9 1.6

4 1.4 1.1

1 112.5 92.1

2 167.2 97.9

3 179.0 85.6
UUO-PBS 4 93.1 95.5

129.6 93.2

(s.c.) 5 151.7 66.3

6 87.1 71.3

7 117.5 142 .4

8 129.1 94.9

1 87.5 38.6

2 67.4 56.9
Uu0+25070 3 22.2 77.2
(20 mg/kg 4 61.9 64.2 50.7 53.7
S.C.) 5 42.0 76.4

6 69.2 49.7

7 68.4 44 .3
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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)
Uuo- 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 porcentaje
de tejido renal que exhibe la expresidn de coldgeno luego
del procedimiento de UUO. Por lo tanto, también se recogid
tejido renal para andlisis histoldégico, para evaluar la
fraccidén de tejido renal que exhibe expresidén de colageno
aumentada; los resultados estan en la Tabla N a
continuacién. La ‘fraccidén de &rea de coladgeno’ se mide
histoldégicamente a través de procesamiento de imégenes
cuantitativo del &rea del tejido renal que se mancha con
rojo mediante rojo picrosirius; el porcentaje detectado
como rojo se normaliza por el &rea de seccidn del rifidn.

Dado que las secciones de tejido se analizaron de modo

162



10

15

20

25

30

ciego, aunque las muestras en las Tablas M y N son del
mismo estudio, la numeracidédn de las muestras en la Tabla N
a continuacidn no corresponde necesariamente a la
numeracién de las muestras en la Tabla M anterior.

Tabla N: 25070 reduce la expresidén del colageno en mayor

medida que irbesartan en el modelo de UUO

(no tiene Fraccidn
los mismo de area de
Grupo Media
numeros que colageno

en PCR) (%)

1 .419

1
1.178
1

Simulacidn

.615

1.675

12.988
17.691
12.55
9.99
8.828
9.394
9.491

UUO-PBS
11.1

(s.c.)

7.49
.632
. 937

.015

Uuuo+25070
(20 mg/kg

.611

.319
s.c.)

H
| o | o o oo | J

L2772
.803
.405

Q| J| o O | W N B 0O J| o O | Wl DN B o] W N
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10.587

8.499

11.339
3.244
2.954
8.748

9.5

UUO-

vehiculo

Tween/MC

(PO)

9.29

.105

.481

.877
UuO-

.914
Irbesartan

.614
(PO)

.706

.798
.154

Ol Il o O S W N B 0o I o Of b W DN =

| | O] oo 3 O I o

Estos resultados demuestran que la inhibicidén de miR-
21 con 25070 inhibe 1la expresidén de coldgeno con mayor
actividad que irbesartéan, confirmando adicionalmente gque
25070 es un agente candidato para el tratamiento,
prevencién y/o mejora de la fibrosis.
Ejemplo 4: Inhibicién de miR-21 en un modelo de lesién por
isquemia/reperfusién

Se crea un modelo de lesidén por isquemia reperfusidn
(IRI) en el ratédn a través de pinzado wunilateral o
bilateral de 1las arterias renales, que conduce a dafo
tubular, inflamacidén vy fibrosis. La insuficiencia renal
puede producirse temprano (<5 dias) o tarde (>7 dias) en
este modelo, siendo los primeros puntos de tiempo Utiles
para probar agentes candidatos para el tratamiento de la
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lesién renal aguda y los Ultimos puntos de tiempo Utiles
para el modelo de fibrosis crénica.

Se sometieron a prueba los compuestos anti-miR-21 en
el modelo de IRI unilateral. La IRI unilateral se indujo
durante un periodo de 30 minutos. Los grupos de tratamiento
fueron los siguientes: procedimiento IRI simulado; IRI con
PBS administrado subcutédneamente; IRI con compuesto anti-
miR-21 25070 administrado intraperitonealmente a una dosis
de 20 mg/kg; el anti-miR-21 25919 modificado con 2’-
fluoro/2’-MOE administrado intraperitonealmente a una dosis
de 20 mg/kg; vy un anti-miR-21 modificado con 2’-fluoro/2’-
MOE malemparejado (que tiene tres malemparejamientos con
respecto a la secuencia de miR-21) 25319 administrado
intraperitonealmente a una dosis de 20 mg/kg. PBS o el
compuesto anti-miR se administraron los dias 5, 6 y 7 luego
de la IRI y los animales se sacrificaron 14 dias después de
la IRI. Dado que el compuesto anti-miR se administra 5 dias
después de la lesidén en el rifiébn o después, cuando la
fibrosis vya se ha produciendo en alguna medida, este
régimen de tratamiento se considera un régimen terapéutico
en lugar de un régimen profilactico.

Se recogidé tejido renal para andlisis de la expresidn
de colédgeno 1Al y colédgeno 3A1 (se muestra en la Tabla 0O) y
la fraccidén de 4area del colédgeno (se muestra en la Tabla
P). La "fraccién de &rea de colédgeno" se analizdé de modo
ciego, aunque las muestras en las Tablas O y P son del
mismo estudio, la numeracidédn de las muestras en la Tabla O
no corresponde necesariamente a la numeraciédn de las
muestras en la Tabla P. Un error de procesamiento de
muestra evitd el anadlisis de la fraccidén de 4&rea de

colageno para el tratamiento con el testigo anti-miR-21
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malemparejado, por consiguiente, los resultados en este
grupo de tratamiento se presentan solo para la expresidn
del colédgeno 1A1 y el coldgeno 3A1. En este estudio, 25070
produjo una reduccidén estadisticamente significativa en la
fraccidén de area del colageno.

Tabla O: 25070 reduce la expresién de colageno en el modelo

IRI con dosificacién los dias 5, 6 y 7

Colégeno 1Al Coléageno 3Al
No. de
Grupo (expresidén |Media| (expresién |Media
animal
normalizada) normalizada)
1 2.1 2.6
2 1.1 1.0
3 0.7 0.7
4 0.7 0.7
Simulacién 1.1 1.1
5 1.0 0.7
6 0.7 0.9
7 0.9 1.0
8 1.3 1.3
1 83.5 64.9
2 34.8 29.4
3 79.0 61.9
IRI-PBS 4 74.5 85.1 46.6 63.9
5 102.3 61.9
6 128.6 99.5
7 92.9 82.8
1 155.8 119.5
2 181.2 209.9
IRI-25319
3 33.4 92.3 29.0 79.3
(MM)
4 34.7 18.9
5 81.8 T74.7
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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
4 95.8 104.4
IRI-25919 72.0 59.9
5 35.5 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
4 55.3 36.0
IRI-25070 50.2 34.2
5 22.3 20.6
6 52.4 38.6
7 53.0 33.4
8 41.5 29.7

modelo IRI con dosificacién los dias 5, 6 y 7

Animal (no

Fraccidédn de

el mismo area de
Grupo Media

que en la colageno
PCR) (No.)
1 1.398
2 1.406

Simulacién 3 2.88 1.8

4 1.782
5 1.119

Tabla P: 25070 reduce la fraccién de area de colageno en el
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2.11

1.552

1.795

12.181

16.352

14.818

IRI-PBS

17.089

14.552

16.92

13.629

15.1

.093

.254

.095

IRI-25919

.559

| 0| ©Cof oo

.681

6.31

8.416

9.905

10.266

11.772

10.267

IRI-25070

.404

.862

.975

| o J| ©o

.381

Q| Jf o O ] W N B oo N o O b Wl N P g o O b W N | oo I o

13.773

Un estudio similar se 1llevé a cabo con los mismos

grupos de tratamiento y dias adicionales de tratamiento. En

este estudio, los tratamientos se

intraperitonealmente los dias b5,

6,

administraron

7, 14 y 21 luego del
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procedimiento de IRI. Los animales se sacrificaron el Dia

27 y se recogid tejido de los rifiones para el anadlisis de
la expresién del coldgeno 1A1 y el colageno 3Al, asi como
la fraccién de &area del coldgeno. La "fraccidén de area de
coldgeno" se analizdé de modo ciego, aunque las muestras en
las Tablas Q y R son del mismo estudio, la numeracidén de
las muestras en la Tabla Q no corresponde necesariamente a
Tabla R. En este

la numeracién de las muestras en la

estudio, 25070 produjo una reduccidén estadisticamente

significativa en la fraccidén de &rea del colageno.
Tabla Q: 25070 reduce la expresién de colageno en el modelo

IRI con dosificacién los dias 5, 6, 7, 14 y 21

Colageno 1Al Coladgeno 3Al
No. de
Grupo (expresidn | Media (expresidn | Media
animal
normalizada) normalizada)
1 1.0 1.0
2 1.5 1.6
3 0.8 0.8
4 1.1 0.8
Simulacién 1.0 1.0
5 1.1 1.1
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
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1 53.8 31.7
2 71.3 33.9
3 72.1 40.4
IRI-25319
4 69.2 69. 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
2 50.4 43.1
3 49.2 34.5
4 43.2 35.7
IRI-25919 48. 34.9
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
4 36.8 19.6
IRI-25070 31. 20.8
5 14.1 11.3
6 27.7 19.3
7 29.4 21.4
8 37.6 23.1
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Tabla R: 25070 reduce la fraccién de area de colageno en el

modelo IRI con dosificacién los dias 5, 6, 7,

14 y 21

Grupo

Animal (no
el mismo que

en la PCR)

Fraccidédn de
area de

coladgeno (No.)

Media

Simulacidn

.195

.917

.287

.388

.635

.391

.953

I e e e

127

IRI-PBS

15.431

13.394

12.856

14.459

15.2

19.81

13.981

16.528

IRI-25319
(MM)

10.804

11.548

10.0614

12.149

13.5

21.52

14.214

13.917

13

IRI-25919

11.882

12.8

Nl | 0o | o U | Wl N | I o O | Wl N | o J o Oof | W N =

9.755
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9.506

12.654

20.319

11.551

12.224
14.468
7.354

9.241

9.589

11.573

IRI-25070 10.1

8.182

10.695

13.978

QO I o O | W N | oo I o] O] | W

10.12

Estos estudios demuestran una reduccidén en el
contenido de coladgeno luego de la inhibicidén de miR-21 en
un modelo de 1lesidén renal aguda. Por consiguiente, el
compuesto anti-miR-21 25070 es un agente terapéutico para
el tratamiento de la lesidén renal aguda. Por ejemplo, la
prevencidén o el retraso del inicio de la fibrosis luego de
la lesidén renal aguda puede prevenir o retrasar el inicio
de la enfermedad renal crdnica.

A efectos de evaluar la flexibilidad de la
administracioén del compuesto anti-miR-21 25070, la
actividad del compuesto en el estudio de 14 dias anterior,
donde anti-miR-21 se administrdé los dias 3, 5 y 7 luego del
procedimiento de IRI, con un estudio de 14 dias diferente
donde el anti-miR-21 se administrdé intraperitonealmente los
dias 3, 5 y 7 luego del procedimiento de IRI. Los datos en

la Tabla S demuestran gque se observd una inhibicidén similar
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de la expresidén del coladgeno en ambos estudios, indicando
que el esquema de dosificacién puede ser flexible. E1
cambio en la expresidén del coldgeno 1A1 o el colégeno 3Al1,
con respecto a los animales con simulacidén se muestra en la
Tabla S e ilustra la reduccién estadisticamente
significativa de la expresidédn del coldgeno con cualquier
esquema de dosificacién.

Tabla S: 25070 disminuye la expresién de colageno en el

modelo IRI con dosificacién los dias 3, 5y 7

Colageno 1Al Colageno 3Al
No. de
Grupo (expresidn | Media (expresidn | Media
animal
normalizada) normalizada)
1 0.9 0.9
2 1.3 1.2
Simulacidén 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
25070 1 37.5 35.3
27.2 27.9
(Dia 3, 5, 2 21.9 23.6
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7) 3 35.3 32.1
4 26.0 25.1

5 24.9 31.3

6 16.8 18.6

7 30.8 30.3

8 34.3 37.6

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 6 29.3 29.9

(Dia 5, ¢, 24.5 26.2
7 10.8 9.7
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: Inhibicién de miR-21 en un modelo de lesién por
isquemia reperfusién / nefrectomia

Se crea un modelo de lesiédén por isquemia
reperfusidén/nefrectomia (IR/Nx) en el ratdén a través de
pinzado unilateral temporal de una arteria en un rifidén, lo
que conduce a dafio tubular, inflamacidén y fibrosis, seguido
por la extirpacién del segundo rifidbn en un punto de tiempo

posterior. En este modelo, la fase de insuficiencia renal
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aguda es Util para evaluar agentes candidatos para el
tratamiento de 1la 1lesidén renal aguda (es decir, hasta
aproximadamente los primeros 5 dias) y las Ultimas fases de
la insuficiencia renal son Utiles para el modelo de
fibrosis crénica (es decir, después de aproximadamente los
primeros 5 dias).

Se sometieron a prueba los compuestos anti-miR-21 en
el modelo de IR/Nx. 25109, un malemparejamiento en 6 bases
con respecto a miR-21, se wusd como compuesto testigo
(AgASATCsTGTCsTCAUsAATAsAAE; donde los nucledsidos que no
estéan seguidos por un subindice indican B-
desoxinucledsidos; los nucledsidos seguidos por un
subindice “E” indican nuclebsidos 2’'-MOE; los nucledbsidos
seguidos por un subindice “S” indican nucledbdsidos S-cEt; vy
todos los enlaces internucledsido son enlaces
internucledésido fosforotioato).

La IR unilateral se indujo durante un periodo de 30
minutos. Los grupos de tratamiento fueron los siguientes:
procedimiento IR simulado; IR con PBS administrado
subcutaneamente; IR con testigo malemparejado 25109
administrado subcutdneamente a una dosis de 20 mg/kg; IR
con compuesto anti-miR-21 25070 administrado
subcutédneamente a una dosis de 20 mg/kg; e IR con un
compuesto anti-miR-21 25923 administrado subcutédneamente
a una dosis de 20 mg/kg. PBS o anti-miR se administraron
los dias 2, 3, 4 y 8 luego de IR. El dia 8, el rifndn
sano se retirdé mediante nefrectomia de cada animal y los
animales se sacrificaron el dia 9. Justo antes del
sacrificio, se recogid orina mediante puncidén directa de

la vejiga.
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Se midié la relacidédn entre la albuimina en la orina vy

la creatinina en la orina de cada ratén. Los resultados de
dicho experimento se muestran en la Figura 1. En este
estudio, 25070 % 25923 produjeron reducciones

estadisticamente significativas en la relacidén entre la
albUmina en la orina y la creatinina. La media geométrica
de la relacidén 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
pgAlb/mgCr (testigo IR/Nx, 25109), 40 ugAlb/mgCr (IR/Nx,
25070) y 31 pgAlb/mgCr (IR/Nx, 25923). Los niveles de
nitrdégeno ureico en sangre y creatinina en suero fueron
similares en todos los ratones IR/Nx y fueron elevados con
respecto a los ratones testigo solo con nefrectomia (no se
muestran los datos).
Ejemplo 6: Sobrevida de los ratones del modelo IR/Nx luego
de la administracién de los compuestos anti-miR-21

Se determindé la tasa de sobrevida de los ratones del
modelo IR/Nx dos dias después de la nefrectomia en seis
experimentos diferentes para determinar si la
administracién de los compuestos anti-miR-21 aumentaba la
sobrevida. En los primeros tres experimentos, se
administré el compuesto anti-miR-21 los dias 5, 6 y 7
después de la 1lesidén por isquemia reperfusiéon vy la
nefrectomia se produjo el dia 10 o el dia 11. En 1los
segundos tres experimentos, se administrdé el compuesto
anti-miR-21 los dias 2, 3 y 4 y la nefrectomia se produjo
el dia 7. Las tasas de sobrevida de los ratones IR/Nx en

cada experimento se muestran en la Tabla T.
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Tabla T:

25070 aumenta la tasa de sobrevida

IR/Nx dos dias después de la nefrectomia.

de ratones

Estudio | Dia de Nx Tasa de sobrevida 2 dias dosis de
después de Nx 25070
PBS 25070
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,

sobrevida

de 1los

ratones

tratados con

PBS fue de

la tasa de

55%,

mientras que la tasa de sobrevida de los ratones tratados

con 25070 fue

Fisher’s Exact Test).

80%

(P=0.02 wusando una prueba de

1 1lado

En los segundos tres experimentos,

en los que la nefrectomia se produjo el dia 7,

sobrevida

de 1los

ratones

tratados con

PBS fue de

la tasa de

52%,

mientras que la tasa de sobrevida de los ratones tratados

con 25070 fue

Fisher’s Exact Test).

69%

(P=0.11 wusando una prueba de

1 1lado

Ejemplo 7: Disefio de compuestos anti-miR-21 adicionales

Luego de la administracién del compuesto 25070 a los

ratones,

presente en el tejido

extremo

se descubridé que aproximadamente 50%

3'"mediante

posinyeccién 7

renal

dias. Se

del compuesto

carece del nucledésido en el

evalud la
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estabilidad de 25070 y 25923 en un ensayo de homogenato de
higado ex vivo. En este ensayo, se incubaron 5 uM de
oligonucleétido en homogenato de higado (50 mg de tejido por
ml) durante 24 horas a 37 °C. Luego de la incubacidén, se
extrajo el oligonucledétido mediante Extracciédn Liquido-
Liquido (LLE) y posteriormente Extraccién Sélido-Sdlido
(SPE) . Las longitudes vy cantidades de oligonucledétido se
midieron mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
espectrometria de masas en tiempo de vuelo (HPLC-TOF MS). La
actividad de nucleasa en el homogenato de tejido hepatico se
confirmé6 wusando los oligonucledtidos de referencia, dque
incluian un compuesto con resistencia conocida a la actividad
de nucleasa, un compuesto susceptible a la actividad de 3'-
exonucleasa y un compuesto susceptible a la actividad de
endonucleasa. Un compuesto estadndar interno se usd como
testigo para la eficacia de la extraccidédn. En este ensayo,
aproximadamente 58% del compuesto 25070 estd presente como el
compuesto de longitud completa vy aproximadamente 27% del
compuesto 25070 carece del nucledsido del extremo 3’.
Aproximadamente 68% del compuesto 25923 estd presente como el
compuesto de longitud completa y aproximadamente 18% del
compuesto carece del nucledsido del extremo 3'.

Se disefilaron compuestos adicionales y estos compuestos
se sometieron a prueba para determinar la estabilidad ex
vivo e 1in vivo. El ex vivo se 1llevd a cabo como se
describidé anteriormente. Para la evaluacidédn 1Iin vivo, se
administraron los compuestos a ratones, se aisld el tejido
renal y la extraccidédn y deteccidn del compuesto se llevd a
cabo tal como en el ensayo ex vivo. La Tabla U muestra las
estructuras para los compuestos 25923, 25220 y 25221, 1los

resultados de las mediciones de estabilidad.
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Tabla U: Estabilidad de 25923, 25220 y 25221 ex vivo e in

vivo
Compuesto |[Estructura ex vivo in vivo
(higado) (rifdn)
0 3
— Lo} — —
- | - o —
oe =z ] ~ |
= oo oo = =
25923 ApCsATCSAGTCsTGAUSAAGCSTAg 17| 13 |2-3| 5843 | 14+£5
25220 ApCsATCsAsGTCsUsGAUsASAGCSUsSAR 3 0 3 c7tl6| 16+£6

Los compuestos 25220 vy 25221, asi como 25923, se
evaluaron en el modelo UUO para determinar sus efectos 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 compuesto
anti-miR-21 los dias -5, -3 y +3. Los compuestos anti-miR-
21 se administraron a una dosis de 20 mg/kg. Dado que los
compuestos anti-miR se administraron antes del
procedimiento  UUO, este régimen de dosificacidédn se
considera un tratamiento profildctico. E1 dia 10, 1los
animales se sacrificaron y el rifién se aisld para mediar la
expresién de colageno. La expresidén de colageno se midid
mediante PCR en tiempo real y se normalizd con respecto a
GAPDH.

Los resultados de dicho experimento se muestran en la
Figura 2. La expresién del colégeno 1Al y el colageno 3Al
se muestran en la Figura 2A y 2B, respectivamente. La
administracién del compuesto 25220 o 25221 redujo la
expresién del coladgeno 1A1 y el coladageno 3Al1 en una

cantidad estadisticamente significativa (* = p < 0.05; ** =
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p < 0.01; *** = p < 0.001), tal como la administracién del
compuesto 25923.

Varias modificaciones de la invencidén, ademéds de las
descritas en la presente, serdn evidentes para los expertos
en la técnica a partir de la descripcidén precedente.
También se pretende que dichas modificaciones entren dentro
del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Cada
referencia (incluidos, a modo no taxativo, articulos
periodisticos, patentes de los EE. UU. y no de los EE. UU.,
publicaciones de solicitudes de patente, publicaciones de
solicitudes de patentes internacionales, nuUmeros de acceso
a GENBANK® vy similares) mencionados en la presente
solicitud se incorporan especificamente a la presente a
modo de referencia en su totalidad.

Se hace constar que con relacidén a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta claro de la

presente descripcidén de la invenciédn.
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RESUMEN

En la presente se describen composiciones y métodos
para la inhibicién de la actividad de miR-21. Las
composiciones tienen determinados patrones de modificacidn
de nucledsidos que proporcionan potentes inhibidores de 1la
actividad de miR-21. Las composiciones pueden usarse para
inhibir miR-21 y también para tratar enfermedades asociadas
con la expresidén anormal de miR-21, tal como fibrosis vy

cancer.

181



WO 2012/148952 PCT/US2012/034880

1000- * o®

Relacién entre albumina y creatinina

N 2] D Q
oy b
Q‘#& @@g @“’@ 4:"@ EFQ
&
FIG. 1

195



WO 2012/148952

Expresion de Col1a1

Expresion de Col3al

PCT/US2012/034880

500+
400+
300+ i
200+ g . ° ﬁ; )
v¥ @g & &
U'-—m T T T T
simulado o & ™ i
) W 3 N %
@69 R A
2
Grupos de tratamiento
500+
400+
m- £t 5 kR sk ek
200~ v ¢ .
. v Pyl
100- ™ o
® i
ﬂ--—ﬁ"ﬂ T T T T
simulado 0 A= an )
gﬁﬁ .fn"" ,ﬁgb *ﬁ,ﬂa
2

Grupos de tratamiento

FIG.2

196



Brigard . Castro
BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros), REGULUS THERAPEUTICS INC.

domiciliado(s) en 3545 John Hopkins Court, Suite 210, San
Diego, California 92121, US.

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
y/o MARTIN E. TORRES CARDOZO, de Bogoté, Colombia,
apoderados verdaderos y legales con poder especial, amplio
y suficiente, para recabar de las oficinas y autoridades
colomblanas administrativas, judiciales y de policia, en
cualquier instancia o recurso, la obtencién de patentes de
invencian, registros de marcas, disefios industriales,
modelos de utilidad, depésitos de nombres comerciales y
ensefias, lemas comercigles, nombres comerciales,
registros de derechos de autor y confratos sobre los
mismos, obtencién de certificados de obtentor de variedades
vegetales, asl como sus prorrogas, renovaciones,
anotaciones de traspaso, cambios de nombre y/o domiciio
yio direccion; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como
demandante o como demandado en cualquier instancia y
recurso ante cualquier juez, corporacion, funcionario publico
o autoridad en acciones judiciales, administrativas y de
policla tales como: oposiciones al registro de marcas;
acclones de caducidad, cancelacion y nulidad; acciones
reivindicatorias, acciones derivadas de la obtencién o
explotacion de licencias; acciones de competencia desleal;
demandas penales; acciones de indemnizacion de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de
patantes, disefios industriales, modelos de utilidad, en el
ejercicio de medidas cautelares y en otras acciones o
medidas similares.

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciongs, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos o en curso de concesion; recibir toda
clase de documentos y valores, dando el descargo
respectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
todos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
(nuestros intereses), con todas las demas facultades legales
necesarias.

Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar en
mi (nuestro) nombre lo actuado asi como la facultad de
desistir, transigir, comprometer, y la de sustituirlo en todo o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o MARTIN E.
TORRES CARDOZO, domiciliado(s) en la calle 70A No. 4-
41, mis (nuestros) apoderados en Colombia, con facultades
para recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o
extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

— AT

marzo de 2015

Firma
Nombre Christopher Aker
Cargo Assistant Corporate Secretary

POWER OF ATTORNEY

I (We), REGULUS THERAPEUTICS INC.

domiciied in 3545 John Hopkins Court, Suite 210, San
Diego, California 82121, US,

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or MARTIN E. TORRES CARDOZO, of Bogots,
Colombia, my (our) true and lawful attorneys with special,
ample and sufficient power to obtain from the Colombian
administrative, judicial and police offices and authoritles, in
any instance, privileges of patents of invention, registration
of trademarks, industrial designs and ufility models;
registration of commercial names, slogans and emblems,
registration of copyright and contracts related thereto,
certificates of obtainers of vegetables varieties, as well as
extensions, renewals and recordal of assignments and
changes of name, domicile and address related to the
above; to prepare, prosecute and register licenses of any
kind; to act as plaintiff or defendant in any instance or
recourse, and before any judge, corporation, public official
or authority in judicial, administrative and police actions,
such as: oppositions to the registration of trademarks;
caducity, cancellation and nulity actions; claim actions
derived from the obtaining or exploitation of licenses, action
of unfair competition; criminal proceedings, actions for
payment of damages: claims or observations on patent
applications, modais, industrial designs and utility models; in
the exercise of praventive measures and in other actions or
similar proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescrived by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before sald authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my (our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions, At
the same time | (We) hereby appoint JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO and/or MARTIN E. TORRES
CARDOZO, domiciled in calle 70A No. 4-41, my (our)
attorney(s) in fact, with powers to receive notifications and
to designate judicial and extrajudicial attorneys.

Granted and signed in
this of 7 th day

Signature 7/
Name Christopher Aker
Title Assistant Corporate Secretary



Car{ond;, Coiombla S. A

Nit 890,300,406 - 3

| LUGAR DE EXPEDICIGN Y PAGO:

Smurfit Cartén De Colombia
Calle 15 #18-109 Yumbo A.A.219 Cali

Yumbo, Valle Del Cauca

Consignar C/Cte 060-300406-02,BANCOL

‘VEND;DOA DESF‘ACHADOA
Mondelez Colombia S.A.S. CCL-Cadbury
| Nit: 8903006869 Cra 34 #16-215 Acopi
| CRA4N#64-10 Yumbo, VC
\ Cali, VC AA.1614 Colombia
| Colombia i
:FACTURA DE VENTA PAGINA No. FEGHA DE EXPEDICION FECHADE VENCIMIENTO CONDICIONES DE PAGO
PY388767 1 2015/02/20 2015/06/20 2.98%+DTF 15 dias 2.98
| MONEDA FACTURA AFEGTADA TERMINOS DE ENTREGA TERMINOS DE FLETE ]
__PES CIF - Muslie Cliente. Paga SCC no incluye en Factura
O. VENTAS 0O.C | PRODUCTO -No. METROS 2 CANTIDAD | COMP/| CANTIDAD ! VALOR
0. COMPRA DESCRIPCION KILOS| ORDEN | PARC| DESPACHA PRECIO TOTAL
00479915 1549621 405 3,500 P 524 | 1,295 /6/8 580
2004119828 Caja Regular 249 - i
[ 26171 EMPAQUE GENERAL ‘
N.D. #00348022, Viaje #00301033
$930 L93-M86-1.93 ;
00480633 14608501 . 5.086 31500 | P 7.744 1.378 (éﬂ 232
2004119154 Caja Regular 4.538 -
208094 CRG HALLS PEPA 30 ND
N.D. #003489286, Viaje #00301036
. C1030 £93-M110-L93 |
= 00479909 1592731 752 1.400 C 1.380 895 //235 100
g 2004119817 Caja Regular 555
g 26274 CLORETS MOST 20 ANDING
8 N.D. #00348927, Viaje #00301038
£ €930 L93-M86-L93
300480633 ' 14608501 5.986 31.500 | P 7.744 1.378 //671 232
£ 2004119154 Caja Regular 4.538 ! o
3 1208094 CRG HALLS PEPA 30 ND o
£ N.D. #00348927, Viaje 400301038
g C1030 L93-M110-193
2
g ’ B IS
E|

Gartificacian FSC® Cadena de Custodia No. 8GS§-COC-004085
Todos los materiales relacionados en este documento (excepto los que se identifiquen come no cerlificados) son certificados FSC® Mix 75% (sistema de porcentajes)

" - ORIGINAL -

. Razén social: Cartén de Colombia $.A. N|T 890300406-3 Flanta-Yumbe Autorretenedor de Ranta

y de HCA Yumbo resol. 1574 Oct B/86 gran contribuyente resol. 7029 Nov 22/96

. agente retenedor iva Art So.Ley 223 Dic 27/95. Autorizacién facturas Res. 50000350026

de 2013/10/17 del PY351766 al PY999999.

Desgpuess del vencimiento de esta factura se causaran intereses de mora por cada dla hasta la
tasa méxima autorizada par ley sin perjuicio de | accién legal por incumplimiento 2n el pago,

METROS 2

KILOS CANT. DESPACHADA

TOTAL FACTURA

<F’-é\__gir_1a Siguiente>

DESCUENTO POR PRCNTO PAGQO >>>

ESTA FACTURA SE ASIMILA PARA TGDOS SUS EFECTOS LEGALES A UNA LETRA DE CAMBIO, SEGUN ART 774 DEL COBIGO DE COMERCHO.

NOMBRE RECEPTOR FACTURA

FECHA DE RECIBO

NOMBRE VENDEDOR

c.c

FECHA

NOMBRE COMPRADOR

FECHA DE ACEPTACION

celT T
Mercancia recibida a satisfaccién y en consscuencia pagaré a Cartén de Colombia S.A. &l valor de la presente factura.

FIRWA

Cc.C.

N ) FIRMA




Carien dc Colombia S.A. “

Nit 890.300.406 - 3

i VENDIDO A:
‘ Mondelez Colombia S.A.S.
| Nit: 8903006869
CR 4N # 64-10
| Cali, VC AA.1614
! Colombia

M UGAR DE EXPEDICIGN ¥ PAGO:

Smurfit Cartén De Colombia
Calle 15 #18-109 Yumbo A.A.219 Cali

Yumbo, Valle Del Cauca

Consignar G/Cte 060-300406-02,BANCOL.

DESPACHADO A

CCL-Cadbury

Cra 34 #16-215 Acopi
Yumbo, VC

Colombia

'FACTURA DE VENTA PAGINA No.

FECHA DE EXPEDICION FEGHA DE VENCIMIENTO CONDICIONES DE PAGO

- ORIGINAL -

PY388767 2 2015/02/20 2015/06/20 2.98%+DTF 15 dias 2.98
| MONEDA FACTURA AFECTADA TERMINOS DE ENTREGA TERMINGS DE FLETE |
PES CIF - Muelle Cliente Paga SCC no incluye en Factura
0. VENTAS 0.C | PRODUCTO No. METROS2 | CANTIDAD | COMP/| CANTIDAD : ‘ VALOR
0. COMPRA DESCRIPCION KILOS ORDEN PARC DWESPACHA PRECIOQ 7 '{OTAL
,00480633 14608501 6.734 31,500 P B.712 1.378 / 12.005.136
| 2004119154 Caja Regular 5.105 - :
208094 CRG HALLS PEPA 30 ND
N.D. #00348930, Viaje #00301041
93-M110-L93 :
| 1030 L | y f
00479915 1549621 i2.245 3.500 C 2.904 1.295 JATGOﬁBO
2004119828 Caja Regular 1.372 - ‘
26171 EMPAQUE GENERAL : |
N.D. #00348936, Viaje #00301046
930 1.93-M86-1.93
|
»| 00480633 14608501 4,438 31.500 C 5.741 1.378 7.911.098 1
§| 2004119154 Caja Regular 3.364
2 208094 CRG HALLS PEPA 30 ND
g N.D. #00348938, Viaje #00301046
= C1030 L93-M110-L93
‘ ; .
% 00479901 1147331 385 600 C 608 831 /A)S.248
| 2004119790 Caja Regular 200 |
3 25617 6 MENT YERB USA |
3 N.D. #00348978, Viaje #00301074 i
g: ©720 L30-M110-L30
9. |
2 .
g i
E
|
i I
: Certificacion FSC® Cadena de Custedia No. SGS8-COC-004085 |

i Todos los materiales relacionados en este documento (excepte los gue se identifiquen come no certificados) son certificados FSC® mix 75%

(sistemna de porcentajes)

Razon social: Cartén ds Colombia S.A. NIT 890300406-3 Planta-Yumbo Autorstensdor de Renta

y de ICA Yumbe resol. 1574 Oct 8/86 gran contribiyente resol. 7028 Nov 22/96 METROS 2

KILOS | CANT. DESPACHADA

TOTAL FACTURA

agente reteneder iva Art 90,1 ey 223 Dic 27/95. Autorizacién facturas Res.50000350026
de 2013/10/17 del PY351766 al PY$99999.

<Pagina Siguiente>

Despues del vencimiento de esta factura se causaran intereses de mora por cada dfa hasta la
! tasa méxima autorizada por ley sin perjuicio de la accidn legal por incumplimients en ol pago.

DESCUENTO POR PRONTOC PAGO »»>

ESTA FACTURA SE ASIMILA PARA TODOS SUS EFECTOS LEGALES A UNA |LETRA DE CAMBIO, SEGUN ART 774 DEL CODIGO DE COMERCIO.

NOMBRE RECEPTOR FACTURA FECHA DE RECIBO C.C.

NOMERE VENGEDOR FECHA CG.

Mercancia recibida a satisfaccién y en consecuencia pagaré a Garton de Colombla S.A. &l valor de la presente factura.

FIRMA ™

FIRMA

NOMBRE COMPRADOR FECHA DE ACEPTACION ¢

FIRMA



Impreso por Cartdn de Golombia S.A.  Nit. §30.300.406-3

LUGAR DE EXPEDICION Y PAGQ:

Smurfit Cartén De Colombia

Calle 15 #18-109 Yumbo A.A.219 Cali

Cfmfm de Colombia S. A . Yumbo, Valle Del Cauca
Nit 830.300.406 - 3  Consignar C/Cte 060-300406-02,BANCOL
“VENDIDO & DESPACHADO A:
Mondelez Colombia S.A.S. CCL-Cadbury
Nit; 8903006869 Cra 34 #16-215 Acopi
CR 4N # 64-10 Yumbo, VC
Cali, VC AA.1614 Colombia
Colombia
N
'FACTURA DE VENTA PAGINA No. FECGHA DE EXPEDICION FECHA DE VENCIMIENTO CONDICIONES DE PAGO Rl
] PY388767 3 2015/02/20 2015/06/20 2.98%+DTF 15dias 2.98 Y
| MONEDA FACTURA AFECTADA TERMINOS DE ENTREGA TERMINOS DE FLETE N e |
PES CiF - Muelle Cliente Paga SCC no incluye en Factura . ,3,/;{;,,, o
0. VENTAS 0.C | PRODUCTO No. METROS2 | CANTIDAD | COMP/ CANTIDAD VALOR
0. COMPRA 'DESCRIPCION KILOS| ORDEN | PARC! DESPACHA| PRECIO TOTAL
00480629 2446721 7.411 %3; 3—2;000 P 7.744 1.603 12.413.632
2004119643 Caja Reg.Alet.Cortas 5460 ' ] ‘h&\@q
201162 BUBBA 32 GENERICO ANDINO ‘ (ﬁ‘? o
N.D. #00348989, Viaje #00301085 BN
©930 L93-M86-L93 a7
00480629 2446721 6.485 27.000 P 6776 1.603 )&1 .928
2004119643 Caja Reg.Alet.Cortas 4777 -
201162 BUBBA 32 GENERICO ANDING .y ’
N.D. #00348992, Viaje #00301058 ) QS“
€930 Lo3-M86-193 ]
00480629 2446721 7.411 1 \;‘;_27.000 P . 7.744 1.603 12.413.632
2004119643 Caja Reg.Alet.Cortas 5.460 :
]201162 BUBBA 32 GENERICO ANDINO \‘) o
IN.D. #00348993, Viaje #00301089 ; (\6“3 ;
\0930 L93-M86-Lo3 ‘ o
. } \@\K 5
| Impuesto de Ventas : 16 % 13.300.400
g
o
c
N ©
. ) '
H -
A
[N

Ceriificacion FSC® Cadena de Custodia No. SGS-COC-004085
Todos los materiales relacionados en este documento (excepto los que se idenfifique

n como no certificades) son cerificados FsC® Mix75%

(sistema de porcentajes)

Razén social: Cartén de Colombia 8.A. NIT 890300406-3 Planta-Yumbo Autarretenedor de Renta
y de |CA Yumbo resol, 1574 Oct 8/B6 gran contribuyente resol.7029 Nov 22/96 METROS 2 KiLOS CANT. DESPACHADA TOTAL FACTURA
agente retensdor iva Art 8o.Ley 223 Dic 27/95. Auterizacion facturas Res. 50000350026
de 2013/10/17 del PY351766 al PY989909. 48 238 i 35 625 57.621 $96427898
' Despues del vencimiento de esta faciura se causaran intereses de mora por cada dia hasta ia o
- tasa maxima autorizada por ley sin perjuicio de la accién legal por Incumplimiento en el pagoe, DESCUENTC POR PRONTO PAGO »>> $2.477.199

ESTA FACTURA SE ASIMILA PARA TODOS SUS EFECTOS LEGALES A UNA LETRA DE CAMBIO, SEGUN ART 774 DEL CODIGO DE COMERGIO,

NOMBRE RECERPTOR FACTURA FECHA DE RECIBO

NOMBRE VENDEDOR FECHA

Mercancia recibida a satisfacoldn y en consecuencia pagaré a Cartén de Colambia S.A. el valor de la presente factura.

NOMBRE COMPRADOR FECHA DE ACEPTACION

C.C.

FIRMA

ccC.

C.C.

FIRMA

FIRMA



