10

15

20

25

30

WO 2016/022753 -1 - PCT/US2015/043926

“ELECCION DE MICROARN COMO DIANA PARA TRASTORNOS
METABOLICOS”

LISTA DE SECUENCIAS

Esta solicitud se estd presentando por via electrédnica
mediante EFS-Web e incluye una lista de secuencias presentada
por via electrdénica en un formato .txt. El1l archivo .txt
contiene una lista de secuencias que lleva por nombre "2015-
08-05 01138-0019-00PCT_SeqListing.txt” creada el 5 de agosto
de 2015 y con un tamafio de 4597 bytes. La lista de secuencias
contenida en este archivo .txt es parte de la memoria
descriptiva y se incorpora por la presente por referencia al
presente documento en su totalidad.

CAMPO DE LA INVENCION

En la presente se proporcionan métodos y composiciones
para el tratamiento de los trastornos metabdlicos.

DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

Los microARN (miARN), también conocidos como “miARN
maduro” son moléculas de ARNm pequefias (longitud de
aproximadamente 18-24 nucledtidos) no codificantes
codificadas en los genomas de plantas y animales. En ciertos
casos, miARN sumamente conservados y expresados de manera
endbébgena regulan la expresidén de los genes uniéndose a las
regiones 3’ no traducidas (3’-UTR) de ARNm especificos. Se
han identificado mads de 1000 miARN diferentes en plantas y
animales. Ciertos miARN maduros parece que se originan a
partir de transcritos de miARN primarios enddgenos largos
(también conocidos como miARN-pri, mir-pri, miR-pri o miARN-
pri-pre) que a menudo tienen una longitud de cientos de
nucledétidos (Lee, et al., EMBO J., 2002, 21(17), 4663-4670).

Los anédlisis funcionales de los miARN han revelado que

estos ARN pequefios no codificantes contribuyen a diferentes
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procesos fisioldégicos en los animales, gque incluyen la
programacién del desarrollo, organogénesis, diferenciacién,
desarrollo de patrones, embriogénesis, control del
crecimiento y muerte celular programada. Los ejemplos de
procesos particulares en 1los cuales participan los miARN
incluyen la diferenciacién de las células madre,
neurogénesis, angiogénesis, hematopoyesis y exocitosis
(revisidén realizada por Alvarez-Garcia y Miska, Development,
2005, 132, 4653-4662).

Las familias de miARN se pueden caracterizar por la
identidad de nucledbétidos en las posiciones 2-8 del miARN,
una regidén conocida como la secuencia seminal. Lewis et al.
describen wvarias familias de miARN, asi como también
superfamilias de miARN, que estan caracterizadas por
secuencias seminales relacionadas (Lewilis et al. Cell. 2005,
120(1) :15-20) . Los microARN miR-103 y miR-107 son miembros
de la familia ya gque tienen regiones seminales idénticas.
Por lo tanto, estos dos microARN regularan conjuntos de genes
diana similares, si no idénticos.

Se ha demostrado que la inhibicidén de miR-103 y miR-107
reduce los niveles de glucosa en sangre y mejora la
sensibilidad a la insulina. Remitase a, p. ej., la
publicacidén PCT N.° 2010/133970 Al.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Realizacidén 1. Un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado que tiene la estructura:

[0ligol]-[x-N]p—x-[oligo2]

donde:

oligol estéd constituido por de 7 a 15 nuclebdsidos unidos

y tiene una secuencia de nucleobases que es complementaria
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a la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107 con no
mas de 1 emparejamiento errdbdneo;

o0ligo2 estd constituido por de 7 a 15 nuclebsidos
ligados vy tiene wuna secuencia de nucleobases gue es
complementaria a la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o
miR-107 con no més de 1 emparejamiento errdneo;

cada x se selecciona independientemente entre un enlace
de tipo fosfodiéster y un enlace de tipo fosforotioato;

cada N se selecciona independientemente entre un
nucledsido modificado y un nucledsido no modificado;

m es un numero entero entre 1 y 5;

donde al menos una X es un enlace de tipo fosfodiéster.

Realizacidén 2. E1l compuesto de la realizacidn 1, donde
el oligonucledtido modificado estd constituido por de 15 a
32, de 15 a 30, de 15 a 28, de 15 a 26, de 15 a 24 o de 15
a 22 o de 15 a 20 nuclebsidos.

Realizacidén 3. E1 compuesto de la realizacidén 1 o la
realizacién 2, donde oligol tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria en un 100% a la secuencia
de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.

Realizacidén 4. E1 compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde oligol tiene una secuencia
de nucleobases que es complementaria a al menos 6, al menos
7 u 8 nucledtidos de la regidn seminal de miR-103 y/o miR-
107.

Realizacién 5. E1 compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde oligo2 tiene una secuencia
de nucleobases que es complementaria en un 100% a la
secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.

Realizacién 6. E1 compuesto de cualquiera de las

realizaciones anteriores, donde oligo2 tiene una secuencia
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de nucleobases que es complementaria a al menos 6, al menos
7 u 8 nucledtidos de la regidn seminal de miR-103 y/o miR-
107.

Realizacién 7. E1 compuesto de cualquiera de las
realizaciones 1, 2, 4 vy 6, donde oligol tiene un
emparejamiento errdéneo con el primer nucledtido en el extremo
5’ de miR-103 y miR-107.

Realizacién 8. E1 compuesto de cualquiera de las
realizaciones 1, 2, 4, 6 vy 7, donde o0ligoZ2 tiene un
emparejamiento errdéneo con el primer nucledtido en el extremo
5’ de miR-103 y miR-107.

Realizacién 9. E1 compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde al menos 2 x son enlaces de
tipo fosfodiéster.

Realizacién 10. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde cada x es un enlace de tipo
fosfodiéster.

Realizacidén 11. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde al menos un N es un
nucledésido no modificado.

Realizacién 12. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde cada N es un nucledsido no
modificado.

Realizacién 13. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde m es 1, 2, 3, 4 o 5.

Realizacién 14. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde m es 1, 2 o 3.

Realizacién 15. Un compuesto gque comprende un
oligonucledétido modificado que tiene la estructura:

[01ligol] - [x-N]p—x-[0oligo2]- [x-N]p—x-[0oligo3]

donde:
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oligol estd constituido por de 7 a 15 nuclebsidos unidos
y tiene una secuencia de nucleobases que es complementaria
a la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107 con no
maés de 1 emparejamiento errdneo;

0ligo2 estd constituido por de 7 a 15 nuclebsidos unidos
y tiene una secuencia de nucleobases que es complementaria
a la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107 con no
mas de 1 emparejamiento errdneo;

0ligo3 esta constituido por de 7 a 15 nuclebdsidos unidos
y tiene una secuencia de nucleobases que es complementaria
a la secuencia de nucleobases de un tercer microARN con no
mas de 1 emparejamiento errdneo;

cada x se selecciona independientemente entre un enlace
de tipo fosfodiéster y un enlace de tipo fosforotioato;

cada N se selecciona independientemente entre un
nucledsido modificado y un nucledsido no modificado;

cada m es independientemente un numero entero entre 1
a 5;

donde al menos una x es un enlace de tipo fosfodiéster.

Realizacién 16. El compuesto de la realizacién 15,
donde al menos una X entre oligol y o0ligo2 es un enlace de
tipo fosfodiéster y al menos una x entre o0ligo2 y oligo3 es
un enlace de tipo fosfodiéster.

Realizacién 17. El compuesto de la realizacidén 15
o la realizacidén 16, donde el oligonucledtido modificado
estd constituido por de 23 a 55, de 23 a 50, de 23 a 45, de
23 a 40, de 23 a 35, de 23 a 30 o de 23 a 26 nuclebdsidos.

Realizacién 18. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 17, donde oligol tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria en un 100% a la secuencia

de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.
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Realizacidén 19. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 18, donde oligol tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria a al menos 6, al menos 7
u 8 nucledtidos de la regidén seminal de miR-103 y/o miR-107.

Realizacién 20. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 19, donde oligo2 tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria en un 100% a la secuencia
de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.

Realizacién 21. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 20, donde oligo2 tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria a al menos 6, al menos 7
u 8 nucledtidos de la regidén seminal de miR-103 y/o miR-107.

Realizacidén 22. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 21, donde o0ligo3 tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria en un 100% a la secuencia
de nucleobases del tercer microARN.

Realizacidén 23. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 22, donde o0ligo3 tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria a al menos 6, al menos 7
u 8 nucledtidos de la regidén seminal del tercer microARN.

Realizacién 24. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 23, donde el tercer microARN es miR-103
y/0 miR-107

Realizacidén 25. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde al menos 4 x son enlaces de
tipo fosfodiéster.

Realizacién 26. El compuesto de la realizacidédn 23,
donde al menos 2 x entre oligol y oligo2 son enlaces de tipo
fosfodiéster y al menos 2 x entre 0ligo2 y oligo3 son enlaces

de tipo fosfodiéster.
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Realizacidén 27. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde cada x es un enlace de tipo
fosfodiéster.

Realizacién 28. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde al menos un N es un
nucledsido no modificado.

Realizacidén 29. El compuesto de la realizacidn 28,
donde al menos un N entre oligol y o0ligo2 es un nucledsido
no modificado y al menos un N entre oligo2 y o0ligo3 es un
nucledsido no modificado.

Realizacién 30. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde cada N es un nucledésido no
modificado.

Realizacidén 31. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde cada m se selecciona
independientemente entre 1, 2, 3, 4 y 5.

Realizacidén 32. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde cada m se selecciona
independientemente entre 1, 2 o 3.

Realizacién 33. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 32, donde oligol tiene un emparejamiento
errbéneo con el primer nucledétido en el extremo 5’ de miR-103
y miR-107 y/u oligo2 tiene un emparejamiento errdneo con el
primer nucledétido en el extremo 5’ de miR-103 y miR-107, y/u
0ligo3 tiene un emparejamiento errdneo con el primer
nucledtido en el extremo 5’ de miR-103 y miR-107.

Realizacién 34. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde el compuesto comprende un
resto conjugado unido al extremo 5’ o el extremo 3’ del

oligonucleétido modificado, o a ambos.
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Realizacidén 35. El compuesto de la realizacidédn 34,
donde el compuesto comprende un resto conjugado unido al
extremo 3’ del oligonucledétido modificado.

Realizacién 36. E1l compuesto de la realizacidén 34
o la realizacién 35, donde el compuesto comprende un resto
conjugado unido al extremo 5’ del oligonucledétido modificado.

Realizacidén 37. El compuesto de la realizacidn 34,
donde el compuesto comprende un resto conjugado unido al
extremo 5’ o al extremo 3’ del oligonucledtido modificado,
pero no a ambos.

Realizacidén 38. El compuesto de la realizacidn 34,
donde el compuesto comprende un primer resto conjugado unido
al extremo 3’ del oligonucledétido modificado y un segundo
resto conjugado unido al extremo 5’ del oligonucledbdtido
modificado.

Realizacidén 39. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 34 a 38, donde el resto conjugado comprende al
menos un ligando seleccionado entre un carbohidrato,
colesterol, un lipido, un fosfolipido, un anticuerpo, una
lipoproteina, wuna hormona, un péptido, una vitamina, un
esteroide y un lipido catidénico.

Realizacién 40. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 34 a 39, donde el compuesto tiene la estructura:

L,—conector-OM

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 y 10; y OM es el oligonucledétido
modificado.

Realizacién 41. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 34 a 39, donde el compuesto tiene la estructura:

L,—conector-OM
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donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 y 10; X es un enlace de tipo
fosfodiéster o un enlace de tipo fosforoticato; y OM es el
oligonucleétido modificado.

Realizacién 42. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 34 a 39, donde el compuesto tiene la estructura:

L,—-conector—-X;—-N,—-X,-OM

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 'y 10; cada N de N, es,
independientemente, un nucledsido modificado o no modificado
y m estd comprendida entre 1 y 5; X; y X, son cada uno,
independientemente, un enlace de tipo fosfodiéster o un
enlace de tipo fosforotioato; y OM es el oligonucledtido
modificado.

Realizacidén 43. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones 34 a 39, donde el compuesto tiene la estructura:

Ly—conector-X-Ny—-Y-OM

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 'y 10; cada N de N, es,
independientemente, un nuclebdsido modificado o no modificado
y m estd comprendida entre 1 y 5; X es un enlace de tipo
fosfodiéster o un enlace de tipo fosforotiocato; Y es un
enlace de tipo fosfodiéster; y OM es el oligonucledtido
modificado.

Realizacién 44. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 34 a 39, donde el compuesto tiene la estructura:

Lp—-conector-Y-Np—-Y-OM

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 'y 10; cada N de N, es,

independientemente, un nuclebdsido modificado o no modificado
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y m estd comprendida entre 1 y 5; cada Y es un enlace de

tipo fosfodiéster; y OM es el oligonucledétido modificado.
Realizacidén 45. El compuesto de cualquiera de las

realizaciones 40 a 44, donde si n es superior a 1, Ln-

conector tiene la estructura:

L—Q’ES —Q]—
11

donde cada L es, independientemente, un ligando; n esta
comprendida entre 1 y 10; S es un esqueleto; y Q' y Q” son,
independientemente, grupos conectores.

Realizacidén 46. El compuesto de la realizacidn 45,
donde Q' y Q” se seleccionan cada uno independientemente
entre un péptido, un éter, polietilenglicol, un algquilo, un
alquilo C1-Cy, un alquilo C;-Cyo sustituido, un alquenilo Cs-
Cso, un alquenilo C,-Cy sustituido, un alquinilo C;-C,q, un
alquinilo C,-C,p sustituido, un alcoxi C;-Cpp, un alcoxi C;-
Cy0 sustituido, amino, amido, una pirrolidina, acido 8-amino-
3, 6-dioxaoctanoico (ADO), 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-
l-carboxilato de succinimidilo y a&cido 6-aminohexanoico.

Realizacidén 47. E1l compuesto de la realizacidén 45
o 46, donde el esqueleto une 2, 3, 4 o 5 ligandos con un
oligonucledétido modificado.

Realizacidén 48. El compuesto de la realizacién 47,
donde el esqueleto une 3 ligandos con un oligonucledtido
modificado.

Realizacién 49. El compuesto de cualquiera de las

realizaciones 40 a 48, donde el compuesto tiene la estructura:



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 11 - PCT/US2015/043926

HO

B-OM

donde:

B se selecciona entre -0O-, -S-, -N(RN)-, -Z-P(Z') (2")0O-,
—Z-P(Z2"') (Z2")O0-Ny—X- vy —Z=-P(Z") (Z2")O-Np-Y-;

OM es el oligonucledétido modificado;

R¥Y se selecciona entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo, butilo y bencilo;

Z, Z2' y Z" se seleccionan cada una independientemente
entre O y S;

cada N de N, es, independientemente, un nucledbsido
modificado o no modificado;

m estd comprendida entre 1 y 5;

X se selecciona entre un enlace de tipo fosfodiéster y
un enlace de tipo fosforotioato;

Y es un enlace de tipo fosfodiéster; vy

la linea ondulada indica la unidén al resto del conector
y ligando(s) .

Realizacién 50. E1l compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 49, donde X es un enlace de tipo
fosfodiéster.

Realizacidédn 51. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones 40 a 50, donde n esta comprendida entre 1 y 5,
lyd4, 1y 3 01l1ly?2.

Realizacidén 52. El compuesto de cualquiera de las
reivindicaciones 40 a 51, donde n es 3.

Realizacidén 53. El compuesto de cualquiera de las

realizaciones 40 a 52, donde al menos un ligando se
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selecciona entre un carbohidrato, colesterol, un lipido, un
fosfolipido, un anticuerpo, una lipoproteina, una hormona,
un péptido, una vitamina, un esteroide y un lipido catidénico.

Realizacién 54. El compuesto de la realizacidédn 53,
donde al menos un ligando es un carbohidrato.

Realizacién 55. El compuesto de la realizacidédn 54,
donde al menos un ligando se selecciona entre manosa, glucosa
galactosa, ribosa, arabinosa, fructosa, fucosa, xilosa, D-
manosa, L-manosa, D-galactosa, L-galactosa, D-glucosa, L-
glucosa, D-ribosa, L-ribosa, D-arabinosa, L-arabinosa, D-
fructosa, L-fructosa, D-fucosa, L-fucosa, D-xilosa, L-xilosa
alfa-D-manofuranosa, beta-D-manofuranosa, alfa-D-

manopiranosa, beta-D-manopiranosa, alfa-D-glucofuranosa,

Beta-D-glucofuranosa, alfa-D-glucopiranosa, beta-D-
glucopiranosa, alfa-D-galactofuranosa, beta-D-
galactofuranosa, alfa-D-galactopiranosa, beta-D-

galactopiranosa, alfa-D-ribofuranosa, beta-D-ribofuranosa,
alfa-D-ribopiranosa, beta-D-ribopiranosa, alfa-D-
fructofuranosa, alfa-D-fructopiranosa, glucosamina,
galactosamina, &acido sidlico, N-acetilgalactosamina.

Realizacién 56. El compuesto de la realizacidén 54
o la realizacidén 55, donde al menos un ligando se selecciona
entre N-acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-
butanoilgalactosamina y N-isobutanoilgalactosamina.

Realizacién 57. El compuesto de la realizacidén 56,
donde cada ligando es N-acetilgalactosamina.

Realizacién 58. El compuesto de cualquiera de las

realizaciones 40 a 57, donde el compuesto tiene la estructura:
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donde cada N de N, es, independientemente, un nucledsido

modificado o no modificado y m estd comprendida entre 1 y 5;

X1 y Xy son cada uno,

fosfodiéster o un enlace de tipo fosforotioato;

oligonucledétido modificado.

realizaciones anteriores,

de 7 a 15 nucledsidos unidos,
de 7 a 13 nucledsidos unidos,
de 7 a 11 nucledsidos unidos,
de 8 a 15 nucledsidos unidos,
de 8 a 13 nucledésidos unidos,
de 8 a 11 nucledésidos unidos,
o 10 nucledsidos unidos.

Realizacidén 59.

Realizacidén 60.

independientemente,

un enlace

de tipo

y OM es el

El compuesto de cualquiera de las

de
de
de
de
de

7

0o o0 I3 J

a

a

a

a

a

14
12
10
14
12

nucledsidos
nucledsidos
nucledsidos
nucledsidos

nucledsidos

donde oligol estd constituido por

unidos,
unidos,
unidos,
unidos,

unidos,

de 8 a 10 nucledsidos unidos

El compuesto de la realizacidén 59,

donde oligol comprende al menos un nuclebdsido con un resto

de tipo azlcar modificado.

o la realizacidén 60,

Realizacidén o61.

El compuesto de la realizacidén 59

donde oligol comprende al menos un

nucledsido con un resto de tipo azlcar no modificado.

realizaciones 59 a 61,

Realizacidén 62.

El compuesto de cualquiera de las

donde oligol comprende una pluralidad
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de nucledbdésidos con resto de tipo azlUcar modificado y una
pluralidad de nuclebésidos con un resto de tipo azlcar no
modificado.

Realizacidén 63. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 59 a 62, donde al menos 4, al menos 5, al menos
6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos de oligol tienen un
resto de tipo azlUcar modificado.

Realizacidén 64. El compuesto de la realizacidn 63,
donde cada nuclebdésido de oligol tiene un resto de tipo azlcar
modificado.

Realizacidén 65. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 60 a 64, donde cada nucledésido modificado se
selecciona independientemente entre un resto de tipo 2'-0-
metilaztcar, un resto de tipo 2'-O-metoxietilazlcar, un
resto de tipo 2-fluoroaztcar y un resto de tipo azucar
biciclico.

Realizacidn 66. El compuesto de la realizacidn 65,
donde cada resto de tipo azlUcar biciclico se selecciona
independientemente entre un resto de tipo aztcar cEt y un
resto de tipo azlcar LNA.

Realizacidén 67. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 60 a 66, donde cada resto de tipo azlcar no
modificado se selecciona independientemente entre una p-D-
desoxirribosa y una B-D-ribosa.

Realizacidén 68. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde o0ligo2 estd constituido por

de 7 a 15 nucledsidos unidos, de 7 a 14 nucledsidos unidos,

de 7 a 13 nucledsidos unidos, de 7 a 12 nucledsidos unidos,
de 7 a 11 nucledsidos unidos, de 7 a 10 nucledsidos unidos,
de 8 a 15 nucledésidos unidos, de 8 a 14 nucledsidos unidos,
de 8 a 13 nucledsidos unidos, de 8 a 12 nucledsidos unidos,
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de 8 a 11 nucledsidos unidos, de 8 a 10 nucledbsidos unidos
o 10 nucledsidos unidos.

Realizacidén 69. El compuesto de la realizacidn 68,
donde o0ligo2 comprende al menos un nuclebdésido con un resto
de tipo azlcar modificado.

Realizacién 70. E1l compuesto de la realizacidén 68
o la realizacibén 69, donde o0ligo2 comprende al menos un
nucledsido con un resto de tipo azlcar no modificado.

Realizacién 71. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 68 a 70, donde oligo2 comprende una pluralidad
de nucledésidos con un resto de tipo azlcar modificado y una
pluralidad de nucledésidos con un resto de tipo azlcar no
modificado.

Realizacidén 72. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones 68 a 71, donde al menos 4, al menos 5, al menos
6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos de oligo2 tienen un
resto de tipo azlUcar modificado.

Realizacidén 73. El compuesto de la realizacidn 68,
donde cada nuclebdésido de oligo2 tiene un resto de tipo azlcar
modificado.

Realizacién 74. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 68 a 73, donde cada nucledsido modificado se
selecciona independientemente entre un resto de tipo 2'-0-
metilazticar, un resto de tipo 2'-O-metoxietilaztcar, un
resto de tipo 2-fluoroazlcar y un resto de tipo azucar
biciclico.

Realizacién 75. El compuesto de la realizacién 74,
donde cada resto de tipo azlcar biciclico se selecciona
independientemente entre un resto de tipo azucar cEt y un

resto de tipo azlcar LNA.
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Realizacidén 76. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 68 a 75, donde cada resto de tipo azucar no
modificado se selecciona independientemente entre una pB-D-
desoxirribosa y una B-D-ribosa.

Realizacién 77. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 15 a 76, donde o0ligo3 estd constituido por de
7 a 15 nucledsidos unidos, de 7 a 14 nucledsidos unidos, de
7 a 13 nucledbsidos unidos, de 7 a 12 nucledsidos unidos, de
7 a 11 nucledbsidos unidos, de 7 a 10 nucledsidos unidos, de
8 a 15 nucledsidos unidos, de 8 a 14 nucledsidos unidos, de
8 a 13 nucledsidos unidos, de 8 a 12 nucledsidos unidos, de
8 a 11 nucledbdsidos unidos o de 8 a 10 nuclebdbsidos unidos o
10 nucledsidos unidos.

Realizacidén 78. El compuesto de la realizacidbn 77,
donde o0ligo3 comprende al menos un nuclebdsido con un resto
de tipo azucar modificado.

Realizacidén 79. E1l compuesto de la realizacidén 77
o la realizacidédn 78, donde o0ligo3 comprende al menos un
nucledsido con un resto de tipo azlcar no modificado.

Realizacién 80. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 77 a 79, donde o0ligo3 comprende una pluralidad
de nucledsidos con un resto de tipo azlcar modificado y una
pluralidad de nuclebésidos con un resto de tipo aztcar no
modificado.

Realizacién 81. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 77 a 80, donde al menos 4, al menos 5, al menos
6, al menos 7 o al menos 8 nuclebdésidos de oligo3 tienen un
resto de tipo azlcar modificado.

Realizacién 82. El compuesto de la realizacidén 81,

donde cada nuclebdésido de oligo3 tiene un resto de tipo azlcar

modificado.
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Realizacidén 83. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 78 a 82, donde cada nucledésido modificado se
selecciona independientemente entre un resto de tipo 2'-0-
metilaztcar, un resto de tipo 2'-O-metoxietilaztcar, un
resto de tipo 2-fluoroazlcar y un resto de tipo azucar
biciclico.

Realizacidén 84. El compuesto de la realizacidn 83,
donde cada resto de tipo azlUcar biciclico se selecciona
independientemente entre un resto de tipo azucar cEt y un
resto de tipo azlcar LNA.

Realizacidén 85. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 77 a 84, donde cada resto de tipo azucar no
modificado se selecciona independientemente entre una B-D-
desoxirribosa y una B-D-ribosa.

Realizacidén 86. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde oligol tiene la secuencia de
nucleobases 5'-CAAUGCUGCA-3' (SEQ ID NO: 6).

Realizacidén 87. E1l compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde o0ligo2 tiene la secuencia de
nucleobases 5'-CAAUGCUGCA-3’ (SEQ ID NO: 6).

Realizacién 88. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde el compuesto comprende un
oligonucledétido modificado que tiene la secuencia de
nucleobases 5'-CAAUGCUGCAAACAAUGCUGCA-3' (SEQ ID NO: 7).

Realizacidén 89. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde oligol es 5'-
CsAgAsUsGsCsUsGsCsAs—3"' (SEQ ID NO: 6), donde cada nucledsido
seguido por un subindice “S” es un nucledésido S-cEt.

Realizacién 90. El compuesto de cualquiera de las

realizaciones anteriores, donde oligo2 es 5'-
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CsAgAsUsGsCsUsGsCsAs—37  (SEQ ID NO: 6), donde cada nucledsido
seguido por un subindice “S$” es un nucledésido S-cEt.

Realizacién 91. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones anteriores, donde el oligonucledétido
modificado esta constituido por 5"-
CsAsAsUsGsCsUsGsCsAsAACsAsASUsGsCsUsGsCsAg—3" (SEQ ID NO: 1),
donde cada nucledbdésido seguido por un subindice “S” es un
nucledésido S-cEt y cada nucledésido no seguido por un
subindice es un desoxinucledsido.

Realizacidén 92. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 89 a 91, donde cada enlace internucleosidico

que une dos nucledsidos S-cEt es un enlace de tipo

fosforotioato.

Realizacidén 93. E1l compuesto de la realizacidén 91
o la realizacién 92, donde al menos un enlace
internucleosidico que une un nucledsido de tipo

desoxinucledsido con otro nucledsido es un enlace de tipo
fosfodiéster.

Realizacién 94. El compuesto de la realizacidén 93,
donde cada enlace internucleosidico que une un nucledsido de
tipo desoxinucledésido con otro nucledsido es un enlace de
tipo fosfodiéster.

Realizacidén 95. Un compuesto que comprende la

estructura:
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donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ng

es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; y oM es 5'-
CsAsAsUsGscsUsGsCSAsAAC5A5A5U5G5C5U5G5CSAS—3 ! (SEQ ID NO: 7) 7

donde cada nucledésido seguido por un subindice “S$” es un
nucledsido S-cEt, cada nucledésido no seguido por un subindice
es un desoxinucledésido y cada enlace internucleosidico entre
dos nucledésidos S-cEt es un enlace de tipo fosforotioato y
el resto de enlaces internucleosidicos son enlaces de tipo
fosfodiéster.

Realizacidén 96. Un método para reducir el nivel de
glucosa en sangre de un sujeto que comprende administrar al
sujeto un compuesto de cualgquiera de las realizaciones 1 a
95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacidédn 97. El método de la realizacidén 96,
donde el sujeto tiene un nivel de glucosa en sangre elevado.

Realizacidén 98. El método de la realizacidén 96 o la
realizacién 97, que comprende medir el nivel de glucosa en
sangre del sujeto.

Realizacidén 99. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 98, donde el sujeto tiene un nivel de

glucosa en sangre elevado.
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Realizacién 100. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 99, donde el nivel de glucosa en sangre
es un nivel de glucosa en sangre en ayunas, un nivel de
glucosa en sangre posprandial, un nivel de glucosa en sangre
entera o un nivel de glucosa en plasma sanguineo.

Realizacién 101. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 100, que comprende reducir el nivel de
glucosa en sangre por debajo de 200 mg/dL, por debajo de 175
mg/dL, por debajo de 150 mg/dL, por debajo de 125 mg/dL, por
debajo de 120 mg/dL, por debajo de 115 mg/dL, por debajo de
110 mg/dL, por debajo de 105 mg/dL o por debajo de 100 mg/dL.

Realizacién 101.2 E1 método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 101, que comprende reducir el nivel de
hemoglobina Alc (HbAlc) de un sujeto por debajo de un 8%,
por debajo de un 7.5%, por debajo de un 7%, por debajo de un
6.5%, por debajo de un 6%, por debajo de un 5.5%, por debajo
de un 5% o por debajo de un 4.5%.

Realizacidén 102. Un método para prevenir o retrasar
la aparicidén de un nivel de glucosa en sangre elevado en un
sujeto en riesgo de desarrollar un nivel de glucosa elevado
que comprende administrar al sujeto un compuesto de
cualgquiera de las realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y
184.

Realizacidén 103. Un método para mejorar la
sensibilidad a la insulina en un sujeto que comprende
administrar al sujeto un compuesto de cualquiera de las
realizaciones 1 a 95, 148, 156-163 y 178.

Realizacién 104. El método de la realizacidén 103,
donde el sujeto tiene resistencia a la insulina.

Realizacidén 105. Un método para prevenir o retrasar

la aparicidén de la resistencia a la insulina en un sujeto en
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riesgo de desarrollar resistencia a la insulina gque comprende
administrar al sujeto un compuesto de cualquiera de las
realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacién 106. Un método para mejorar la
tolerancia a la glucosa en un sujeto que comprende
administrar al sujeto un compuesto de cualquiera de las
realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacidén 107. El método de la realizacidén 106,
donde el sujeto tiene una tolerancia alterada a la glucosa.

Realizacidén 108. Un método para tratar al menos un
trastorno metabdélico en un sujeto, que comprende administrar
al sujeto que padece el trastorno metabdlico un compuesto de
cualquiera de las realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y
184.

Realizacidén 1009. Un método para prevenir o retrasar
la aparicién de al menos un trastorno metabdlico en un sujeto,
que comprende administrar al sujeto que padece el trastorno
metabdélico un compuesto de cualquiera de las realizaciones
1 a 95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacidén 110. El método de la realizacidén 108 o
la realizacidén 109, donde al menos un trastorno metabdlico
se selecciona entre prediabetes, diabetes, sindrome
metabdlico, obesidad, dislipidemia diabética, hiperlipidemia,
hipertensién, hipertrigliceridemia, elevacidédn de 4&cidos
grasos en sangre, hipercolesterolemia e hiperinsulinemia.

Realizacidén 111. Un método para aumentar la
diferenciacién de adipocitos en un sujeto que comprende
administrar al sujeto un compuesto de cualquiera de las
realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacidén 112. Un método para aumentar el numero

de adipocitos pequefios en un sujeto que comprende administrar
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al sujeto un compuesto de cualquiera de las realizaciones 1
a 95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacidén 113. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 112, que comprende reducir el peso
corporal del sujeto.

Realizacién 114. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 113, que comprende reducir la grasa
corporal en el sujeto.

Realizacidén 115. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 114, donde la administracidén comprende la
administracién parenteral, tal como la administracidn
intravenosa o) la administracidn subcutanea; o la
administracidén oral.

Realizacidén 116. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 115, gque comprende administrar al menos
una terapia adicional.

Realizacién 117. El método de la realizacidén 116,
donde dicha al menos una terapia adicional es un agente
hipoglucemiante o un agente hipolipidemiante.

Realizacidén 118. El método de la realizacidén 117,
donde el agente hipoglucemiante se selecciona entre un
agonista de PPAR (de tipo gamma, dual o pan), un inhibidor
de la dipeptidil-peptidasa (IV), un andlogo de GLP-I,
insulina o un andlogo de insulina, un secretagogo de insulina,
un inhibidor de SGLT2, un anédlogo de amilina humana, una
biguanida, un inhibidor de alfa-glucosidasa, una meglitinida,
una tiazolidinodiona y sulfonilurea.

Realizacidén 119. El método de cualquiera de las
realizaciones 116 a 118, donde dicha al menos una terapia

adicional se administra a la vez que se administra el
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compuesto, antes de la administracidén del compuesto o después
de la administracidén del compuesto.

Realizacién 120. El método de cualquiera de las
realizaciones 116 a 118, donde dicha al menos una terapia
adicional se administra menos frecuentemente que el
compuesto o mas frecuentemente que el compuesto.

Realizacidén 121. El método de una cualquiera de las
realizaciones 96 a 120, donde el compuesto se administra
como una composicidédn farmacéutica.

Realizacidn 122. Un método para mejorar la
resistencia a la insulina en wuna célula o tejido que
comprende poner en contacto la célula o tejido con un
compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 95, 148,
156-163, 178 y 184.

Realizacidén 123. El método de la realizacidén 122,
donde la célula o tejido es una célula o tejido hepéatico,
graso o de musculo esquelético.

Realizacidén 124. Un método para aumentar la
sensibilidad a 1la insulina en una célula o tejido que
comprende poner en contacto la célula o tejido con un
compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 95, 148,
156-163, 178 y 184.

Realizacidén 125. El método de la realizacidn 124,
donde la célula es una célula adipocitica.

Realizacidén 126. Un método para inducir la
diferenciacién de adipocitos que comprende poner en contacto
un adipocito no diferenciado con un compuesto de cualquiera
de las realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y 184.

Realizacidén 127. Una composicién farmacéutica que
comprende un compuesto de cualquiera de las realizaciones 1

a 95, 148 y 156-163 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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Realizacidén 128. El método de cualquiera de las
realizaciones 96 a 107, donde el sujeto padece al menos un
trastorno metabdlico.

Realizacidén 129. El método de la realizacidén 128,
donde dicho al menos un trastorno metabdlico se selecciona
entre prediabetes, diabetes, sindrome metabdélico, obesidad,
dislipidemia diabética, hiperlipidemia, hipertensiédn,
hipertrigliceridemia, elevacidén de &cidos grasos en sangre,
hipercolesterolemia e hiperinsulinemia.

Realizacidén 130. El uso de un compuesto de
cualquiera de las realizaciones 1 a 95, 148, 156-163, 178 y
184 para su uso en terapia.

Realizacidén 131. El uso de la realizacidén 130, donde
la terapia es la reduccidédn de un nivel de glucosa en sangre
en un sujeto o la prevencidn de un nivel de glucosa en sangre
elevado en un sujeto.

Realizacidén 132. El uso de la realizacidén 130, donde
la terapia es el tratamiento de un trastorno metabdlico.

Realizacidédn 133. El uso de la realizacidén 132, donde
el trastorno metabdlico se selecciona entre prediabetes,
diabetes, sindrome metabdlico, obesidad, dislipidemia
diabética, hiperlipidemia, hipertensién,
hipertrigliceridemia, elevacidén de &cidos grasos en sangre,
hipercolesterolemia e hiperinsulinemia.

Realizacidén 134. El método de la realizacidn 124,
donde la célula es una célula hepatica o el tejido es un
tejido hepéatico.

Realizacidén 135. Un método para tratar la enfermedad
por higado graso que comprende administrar al sujeto un
compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a 95, 148,

156-163, 178 y 184.
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Realizacidén 136. El método de la realizacidén 135,
donde la enfermedad por higado graso se selecciona entre la
enfermedad por higado graso no alcohdélico (NAFLD, por sus
siglas en inglés), enfermedad por higado graso alcohdélico,
esteatohepatitis alcohdélica y esteatohepatitis no alcohdbélica
(NASH, por sus siglas en inglés).

Realizacidén 137. El uso de cualquiera de las
realizaciones 130 a 133, donde la terapia es el tratamiento
de la enfermedad por higado graso en un sujeto.

Realizacidén 138. El uso de la realizacidén 137, donde
la enfermedad por higado graso se selecciona entre la
enfermedad por higado graso no alcohdélico (NAFLD) ,
enfermedad por higado graso alcohdélico, esteatohepatitis
alcohdélica y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

Realizacidén 139. Un método para reducir los
triglicéridos hepaticos gque comprende administrar a un
sujeto un compuesto de cualquiera de las realizaciones 1 a
95, 148, 156-163 y 179.

Realizacidén 140. El método de cualgquiera de 1las
realizaciones 96 a 126, 128, 129, 134 y 139, donde el sujeto
padece la enfermedad por higado graso.

Realizacidn 141. El método de la realizacidn 140,
donde la enfermedad por higado graso se selecciona entre la
enfermedad ©por higado graso no alcohdélico (NAFLD) ,
enfermedad por higado graso alcohdlico, esteatohepatitis
alcohélica y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

Realizacidédn 142. El uso de la realizacidén 130, donde
la terapia comprende reducir los triglicéridos hepaticos en
un sujeto.

Realizacidédn 143. El uso de la realizacidén 142, donde

el sujeto padece la enfermedad por higado graso.
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Realizacidédn 144. El uso de la realizacidén 143, donde
la enfermedad por higado graso se selecciona entre la
enfermedad ©por higado graso no alcohdélico (NAFLD) ,
enfermedad por higado graso alcohdélico, esteatohepatitis
alcohélica y esteatohepatitis no alcohdélica (NASH).

Realizacidén 145. Un método para tratar un trastorno
metabdélico que comprende administrar a un sujeto un compuesto
que comprende un oligonucledtido modificado constituido por
una regidédn uUnica de 8 a 25 nuclebdsidos unidos, donde la
secuencia de nucleobases de la regidn UGnica es complementaria
a miR-103 y/o miR-107 y donde el compuesto comprende un resto
conjugado unido al extremo 5" o al extremo 3’ del
oligonucledétido modificado vy donde el resto conjugado
comprende un ligando que mejora la captacidén celular en una
célula hepatica.

Realizacidn 146. El método de la realizacidén 135,
donde el resto conjugado comprende un ligando que tiene

afinidad por el receptor de asialoglucoproteinas.

Realizacidén 147. El método de la realizacidén 145 o
146, donde el ligando se selecciona entre N-
acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-

butanoilgalactosamina y N-isobutanoilgalactosamina.

Realizacidén 148. El compuesto de la realizacidén 95,
donde Y estd unido al extremo 3’ de OM.

Realizacidén 149. Un método para tratar un trastorno
metabdélico que comprende administrar a un sujeto un compuesto
que comprende un oligonucledétido modificado constituido por
una regidén uUnica de 8 a 25 nuclebdsidos unidos, donde la

secuencia de nucleobases de la regidén Gnica es complementaria
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a miR-103 y/o miR-107 con un emparejamiento errdneo con la
A 5'-terminal de miR-103 o miR-107.

Realizacidén 150. El método de la realizacidén 149,
donde el nucledtido 3’ -terminal del oligonucledétido
modificado es la posicidén emparejada errdneamente.

Realizacidédn 151. El método de la realizacidén 149 o
la realizacidén 150, donde el nucledétido 3’'-terminal del
oligonucledétido modificado se selecciona entre A, C y G.

Realizacidén 152. El método de cualquiera de las
realizaciones 149 a 151, donde el compuesto comprende un
resto conjugado unido al extremo 5’ o al extremo 3’ del
oligonucleétido modificado vy donde el resto conjugado
comprende un ligando que mejora la captacidédn celular en una
célula hepatica.

Realizacidén 153. El método de la realizacidén 152,
donde el resto conjugado comprende un ligando que tiene

afinidad por el receptor de asialoglucoproteinas.

Realizacidén 154. El método de la realizacidén 152 o
153, donde el ligando se selecciona entre N-
acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-

butanoilgalactosamina y N-isobutanoilgalactosamina.

Realizacidén 155. El método de cualguiera de las
realizaciones 152 a 153, donde el oligonucledétido modificado
es totalmente complementario a miR-103 o miR-107 excepto por
el emparejamiento errdéneo con la A 5’ -terminal de miR-103 o
miR-107.

Realizacidén 156. Un compuesto gque comprende un
oligonucledétido modificado constituido por una regidén unica
de 8 a 25 nucledésidos wunidos, donde la secuencia de

nucleobases de la regién Unica es complementaria a miR-103
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y/o miR-107 con un emparejamiento errbdéneo con la A 5'-
terminal de miR-103 y miR-107.

Realizacidén 157. El compuesto de la realizacidédn 156,
donde el nucledtido 3’ -terminal del oligonucledétido
modificado es la posicidén emparejada errdneamente.

Realizacidén 158. El compuesto de la realizacidén 156
o la realizacidén 157, donde el nucledétido 3’-terminal del
oligonucledétido modificado se selecciona entre A, C y G.

Realizacidén 159. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 156 a 158, donde el compuesto comprende un
resto conjugado unido al extremo 5’ o al extremo 3’ del
oligonucleétido modificado vy donde el resto conjugado
comprende un ligando que mejora la captacidédn celular en una
célula hepatica.

Realizacidén 160. El compuesto de la realizacidn 159,
donde el resto conjugado comprende un ligando que tiene
afinidad por el receptor de asialoglucoproteinas.

Realizacidén 161. El compuesto de la realizacidn 159
o) 160, donde el ligando se selecciona entre N-
acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-
butanoilgalactosamina y N-isobutanoilgalactosamina.

Realizacidén 162. El compuesto de cualquiera de las
realizaciones 156 a 161, donde el oligonucledétido modificado
es totalmente complementario a miR-103 o miR-107 excepto por
el emparejamiento errdéneo con la A 5’ -terminal de miR-103 o

miR-107.
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Realizacidén 163. Un compuesto que tiene la

estructura:

Realizacidén 164. Una composicidén farmacéutica que
comprende el compuesto de la realizacidén 163 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Realizacidén 165. La composicidédn farmacéutica de 1la
realizacidén 164, que comprende 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
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mg, 170 mg, 175 mg, 180 mg, 185 mg, 190 mg, 195 mg, 200 mg
del compuesto de la reivindicacién 163.

Realizacidén 166. La composicién farmacéutica de la
realizacién 164 o la realizacidn 165, que es una composicidn
acuosa.

Realizacidén 167. La composicién farmacéutica de la
realizacidédn 164 o la realizacidn 165, que es una composicidn
liofilizada.

Realizacidén 168. El método de cualgquiera de las
realizaciones 135, 136, 139 a 141 y 145-155, donde el sujeto
padece un trastorno metabdlico seleccionado entre
prediabetes, diabetes, sindrome metabdlico, obesidad,
dislipidemia diabética, hiperlipidemia, hipertensiédn,
hipertrigliceridemia, elevacidén de &cidos grasos en sangre,
hipercolesterolemia e hiperinsulinemia.

Realizacidén 169. El método de cualquiera de las
realizaciones 135, 136, 139, 140, 141 y 145-155, donde el
sujeto padece un trastorno metabdlico seleccionado entre
prediabetes y diabetes de tipo 2.

Realizacidén 170. El método de la realizacidén 135 o
la realizacién 140, donde la enfermedad por higado graso se
selecciona entre la enfermedad por higado graso no alcohdélico
(NAFLD) y la esteatohepatitis no alcohdélica (NASH).

Realizacidédn 171. El método de la realizacidén 170,
donde el sujeto padece un trastorno metabdlico seleccionado
entre prediabetes y diabetes de tipo 2.

Realizacidédn 172. El método de la realizacidén 170,
donde el sujeto padece resistencia a la insulina, niveles de
glucosa en sangre elevados o niveles de HbAlc elevados.

Realizacidédn 173. El uso de la realizacidén 130, donde

la terapia es para el tratamiento de la enfermedad por higado
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graso en un sujeto con al menos un trastorno metabdlico
seleccionado entre prediabetes, diabetes, sindrome
metabdélico, obesidad, dislipidemia diabética, hiperlipidemia,
hipertensién, hipertrigliceridemia, elevacién de 4&cidos
grasos en sangre, hipercolesterolemia e hiperinsulinemia.

Realizacidén 174. El uso de la realizacidén 130, donde
la terapia es para el tratamiento de la enfermedad por higado
graso en un sujeto con un trastorno metabdlico seleccionado
entre prediabetes y diabetes de tipo 2.

Realizacidén 175. El uso de la realizacidén 130, donde
la terapia es para el tratamiento de la enfermedad por higado
graso en un sujeto con resistencia a la insulina, niveles de
glucosa en sangre elevados o niveles de HbAlc elevados.

Realizacidén 176. El uso de cualquiera de 1las
realizaciones 173, 174 y 175, donde la enfermedad por higado
graso se selecciona entre la enfermedad por higado graso no
alcohdélico (NAFLD), enfermedad por higado graso alcohdlico,
esteatohepatitis alcohdélica y esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH) .

Realizacidén 177. El uso de cualquiera de 1las
realizaciones 137, 143, 173, 174 y 175, donde la enfermedad
por higado graso se selecciona entre la enfermedad por higado
graso no alcohdélico (NAFLD) vy la esteatohepatitis no
alcohdélica (NASH).

Realizacidén 178. El método de cualgquiera de las
realizaciones 96-121, 128, 129, 135, 139-141 y 168-172, donde
el compuesto se administra con una dosis de 50 a 150 mg, con
una frecuencia de una vez a la semana.

Realizacidén 179. El compuesto de la realizacidén 95,

donde el compuesto tiene la estructura:
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donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ng
es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; Y estd unido al extremo 3’ de OM; OM es 5'-
CsAsAsUsGsCsUsGsCsAsAACsAsASUsGsCsUsGsCsAg—3" (SEQ ID NO: 1),
donde cada nucledésido seguido por un subindice “S$” es un
nucledsido S-cEt, cada nucledésido no seguido por un subindice
es un desoxinucledésido y cada enlace internucleosidico entre
dos nucledésidos S-cEt es un enlace de tipo fosforotioato y
el resto de enlaces internucleosidicos son enlaces de tipo
fosfodiéster; o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

Realizacidén 180. Una composicidén farmacéutica que
comprende el compuesto de la realizacidén 179 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

Realizacidén 181. Un compuesto para tratar un
trastorno metabdlico en un sujeto, que comprende un
oligonucledédtido modificado constituido por de 8 a 25
nucledésidos unidos, donde la secuencia de nucleobases del
oligonucledétido modificado es complementaria a miR-103 y/o
miR-107 y donde el compuesto comprende un resto conjugado
unido al extremo 5’ o al extremo 3’ del oligonucledtido
modificado y donde el resto conjugado comprende un ligando

que mejora la captacidén celular en una célula hepatica.
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Realizacidén 182. El compuesto de la realizacidédn 150,
donde el resto conjugado comprende un ligando gque tiene

afinidad por el receptor de asialoglucoproteinas.

Realizacidén 183. El compuesto de la realizacidén 150
o) 151, donde el ligando se selecciona entre N-
acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-

butanoilgalactosamina y N-isobutanoilgalactosamina.
Realizacidén 184. El compuesto de la realizacidn 156,

donde el compuesto tiene la estructura:

oM
Y
 _NH NP Non
Y Hol | PH
o} \ x_
. - N
__NH NH o l_ﬂ_ . Py
b I N -0
o] 0 o o
1
f
A (In
__NH 7 N~ O
1 "
o]

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ny
es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; Y estd unido al extremo 3’ de OM; y OM es 5'-
CsAgAsUsGsCsUsGsCsAs—3"  (SEQ ID NO: 6), donde cada nucledsido
seguido por un subindice “S” es un nucledsido S-cEt y cada
enlace internucleosidico entre dos nucledsidos S-cEt es un
enlace de tipo fosforotiocato; o una sal farmacéuticamente
aceptable de este.

Realizacidén 185. Una composicidén farmacéutica que
comprende el compuesto de la realizacidén 184 y un portador

farmacéuticamente aceptable.
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DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Estructura del resto conjugado que comprende
tres ligandos GalNAc.

Figura 2A-C. Estructuras del oligonucledétido modificado
conjugado.

La Figura 3 muestra la glucosa en ayunas, la insulina
en ayunas y HOMA IR a las 2 semanas en ratones a los que se
les ha administrado el compuesto indicado, tal como se
describe en los Ejemplos.

La Figura 4 muestra la glucosa en ayunas, la insulina
en ayunas y HOMA IR a las 3 semanas en ratones a los gque se
les ha administrado el compuesto indicado, tal como se
describe en los Ejemplos.

La Figura 5 muestra la glucosa en ayunas, la insulina
en ayunas y HOMA IR a las 2 semanas en ratones a los que se
les ha administrado el compuesto indicado, tal como se
describe en los Ejemplos.

La Figura 6 muestra la glucosa en ayunas, la insulina
en ayunas y HOMA IR a las 3 semanas en ratones a los que se
les ha administrado el compuesto indicado, tal como se
describe en los Ejemplos.

La Figura 7 muestra la glucosa en sangre e insulina en
plasma tras la sobrecarga oral de glucosa en ratones a los
que se les ha administrado el compuesto indicado, tal como
se describe en los Ejemplos.

La Figura 8 muestra el <contenido Thepatico de
triglicéridos en ratones a los que se les ha administrado el
compuesto indicado, tal como se describe en los Ejemplos.

Las Figuras 9A-E muestran mejoras en la sensibilidad a

la insulina y reducciones de triglicéridos en ratones DIO a
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los que se les ha administrado el compuesto indicado, tal
como se describe en los Ejemplos.

La Figura 10 muestra HOMA IR a la semana en ratones a
los que se les ha administrado el compuesto indicado, tal
como se describe en los Ejemplos.

Las Figuras 11A-B muestran la glucosa en ayunas y 1los
triglicéridos hepaticos en ratones db/db a los que se les ha
administrado el compuesto indicado, tal como se describe en
los Ejemplos.

Las Figuras 12A-E muestran un estudio de pinzamiento
normoglucémico hiperinsulinémico en ratones DIO a los que se
les ha administrado el compuesto indicado, tal como se
describe en los Ejemplos.

La Figura 13 muestra la estructura del compuesto 47043.

DESCRIPCION DETALLADA

A menos que se definan de otro modo, todos los términos
cientificos y técnicos utilizados en la presente tienen el
mismo significado que interpreta cominmente un experto en la
técnica a la que pertenece esta invencidén. A menos que se
proporcionen definiciones especificas, la nomenclatura
utilizada en relacidén con la gquimica analitica, gquimica
orgadnica sintética y quimica farmacéutica y médica que se
describen en la presente, y sus procedimientos y técnicas,
son de uso comUn para los expertos en la técnica. En caso de
que exista una pluralidad de definiciones para los términos
de la presente, prevalecerdn los de esta seccidén. Se pueden
utilizar técnicas habituales para la sintesis quimica,
andlisis quimico, preparacidén, formulacidén vy suministro
farmacéutico y tratamiento de los sujetos. Ciertas técnicas
y procedimientos se pueden consultar, por ejemplo, en

"Carbohydrate Modifications in Antisense Research" editado
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por Sangvi y Cook, American Chemical Society, Washington
D.C., 1994; vy "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 18.% edicidén, 1990; los cuales
se incorporan por la presente por referencia a todos 1los
efectos. Cuando sea posible, a menos que se indique 1lo
contrario, todas las patentes, solicitudes de patente,
solicitudes publicadas vy ©publicaciones, secuencias de
GENBANK, sitios web y otros materiales publicados a los que
se hace referencia a 1lo 1largo de 1la totalidad de 1la
divulgaciédn de la presente, se incorporan por referencia en
su totalidad. Cuando se hace referencia a una URL u otro
identificador o direccidén de este tipo, se sobreentiende que
tales identificadores pueden cambiar vy la informacidn
concreta en 1internet puede desaparecer, pero se puede
encontrar informacidén equivalente realizando busquedas en
internet. La referencia a ellas evidencia la disponibilidad
y la difusidn publica de tal informacidn.

Antes de divulgar y describir las presentes
composiciones y métodos, se debe sobreentender gque la
terminologia utilizada en la presente tiene el objetivo
Unicamente de describir realizaciones concretas y no se
pretende que sea limitante. Cabe sefialar que, tal como se

utilizan en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones

ANY ”

adjuntas, las formas en singular “un”, “uno/a” y “el/la”
incluyen referentes en plural a menos que el contexto indique
claramente otra cosa.

Definiciones

“Nivel de glucosa en sangre” se refiere a la
concentracién de glucosa en la sangre de un sujeto. En

ciertas realizaciones, los niveles de glucosa en sangre se

expresan como miligramos de glucosa por decilitro de sangre.
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En ciertas realizaciones, los niveles de glucosa en sangre
se expresan como mmol de glucosa por litro de sangre.

“Nivel de glucosa en sangre elevado” se refiere a un
nivel de glucosa en sangre que es superior al normal.

“Nivel de glucosa en sangre en ayunas” se refiere a un
nivel de glucosa en sangre después de qgque un sujeto haya
ayunado durante un cierto periodo de tiempo. Por ejemplo, un
sujeto puede ayunar durante al menos 8 horas antes de medir
un nivel de glucosa en sangre en ayunas.

“Nivel de glucosa en sangre posprandial” se refiere a
un nivel de glucosa en sangre después de que el sujeto haya
ingerido una comida. En ciertas realizaciones, un nivel de
glucosa en sangre posprandial se mide dos horas después de
que el sujeto haya ingerido una comida.

“Nivel de glucosa en sangre entera” se refiere a la
concentracidédn de glucosa en sangre entera que no se ha
sometido a una separacidn.

“Nivel de glucosa en plasma sanguineo” se refiere a la
concentracidén de glucosa en el plasma tras la separacidn de
la sangre entera en las fracciones plasmatica y eritrocitica.

“Sensibilidad a la insulina” se refiere a la capacidad
de las células para captar glucosa en respuesta a la accidn
de la insulina.

“Resistencia a la insulina” se refiere a una afeccidn
en la cual 1las cantidades normales de insulina no son
adecuadas para producir una respuesta normal a la insulina
en las células hepédticas, musculares y grasas. La resistencia
a la insulina en las células grasas da como resultado la
hidrélisis de triglicéridos almacenados, lo que eleva los
dcidos grasos 1libres en la sangre. La resistencia a 1la

insulina en el musculo reduce la captacidén de glucosa de la
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sangre por parte de las células musculares. La resistencia
a la insulina en el higado reduce el almacenamiento de
glucosa y supone una incapacidad para suprimir la produccidn
de glucosa. Los &4cidos grasos libres elevados, la captacidn
de glucosa reducida y 1la produccién de glucosa elevada
contribuyen todos ellos a niveles de glucosa en sangre
elevados. Los niveles en plasma elevados de insulina vy
glucosa debidos a la resistencia a la insulina a menudo
desembocan en el sindrome metabdlico y la diabetes de tipo
2.

“Mejorar de la resistencia a la insulina” se refiere al
aumento de la capacidad de las células para producir una
respuesta a la insulina normal. En ciertas realizaciones, se
mejora la resistencia a la insulina en las células musculares,
lo que da lugar a una mayor captacidédn de glucosa en las
células musculares. En ciertas realizaciones, se mejora la
resistencia a la insulina en las células hepéaticas, lo que
da lugar a un mayor almacenamiento de glucosa en las células
hepaticas. En ciertas realizaciones, se mejora la
resistencia a la insulina en las células grasas, lo que da
lugar a una reduccidén de la hidrdlisis de triglicéridos vy,
en consecuencia, una reduccidén de los acidos grasos libres
en la sangre.

“Trastorno metabdélico” se refiere a una afeccidn
caracterizada por una alteracidén o problema en uno o mas
procesos metabdélicos en el cuerpo. Los trastornos
metabdélicos incluyen, sin caracter limitante, hiperglucemia,
prediabetes, diabetes, diabetes de tipo 1, diabetes de tipo
2, obesidad, dislipidemia diabética, sindrome metabdlico e
hiperinsulinemia. “Diabetes” o "diabetes mellitus” se

refiere a una enfermedad en la cual el cuerpo no produce o
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utiliza de manera apropiada la insulina, lo que da como
resultado niveles de glucosa en sangre andmalamente elevados.
En ciertas realizaciones, la diabetes es la diabetes tipo 1.
En ciertas realizaciones, la diabetes es la diabetes tipo 2.

“Prediabetes” se refiere a una afeccidén en la cual los
niveles de glucosa en sangre de un sujeto son mayores que en
un sujeto con niveles de glucosa en sangre normales pero
menores y no lo suficientemente elevados para un diagndstico
de diabetes.

“Diabetes de tipo 1” se refiere a la diabetes
caracterizada por una pérdida de células beta productoras de
insulina de los islotes pancreadticos de Langerhans lo que
conduce a una deficiencia de insulina (también conocida como
diabetes mellitus dependiente de insulina o IDDM). La
diabetes de tipo 1 puede afectar a nifios o adultos, pero
normalmente aparece entre las edades de 10 y 16.

“Diabetes de tipo 2” se refiere a la diabetes
caracterizada por la resistencia a la insulina y una
deficiencia de insulina relativa (también conocida como
diabetes mellitus de tipo 2 y denominada previamente diabetes
mellitus de tipo 2, diabetes no dependiente de la insulina
(NIDDM), diabetes relacionada con la obesidad o diabetes de
aparicién en adultos).

“Obesidad” se refiere a una cantidad excesivamente
elevada de tejido adiposo o grasa corporal en relacidén con
la masa magra corporal. La cantidad de grasa corporal (o
adiposidad) incluye tanto la distribucién de grasa a lo largo
del cuerpo como el tamafio de los depdsitos de tejido adiposo.
La distribucidén de grasa corporal se puede estimar mediante
medidas de los pliegues de la piel, relaciones entre las

circunferencias de la cintura y la cadera o técnicas tales
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como el ultrasonido, tomografia computarizada u obtencidn de
imdgenes por resonancia magnética. De acuerdo con el Centro
para el Control y Prevencidén de Enfermedades, los individuos
con un indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 30
se consideran obesos.

“Dislipidemia diabética” o “diabetes de tipo 2 con
dislipidemia” se refiere a una afeccidén caracterizada por la
diabetes de tipo 2, HDL-C reducido, triglicéridos séricos
elevados y particulas LDL pequefias y densas elevadas.

“Sindrome metabdlico” se refiere a una afeccidn
caracterizada por una agrupacién de factores de riesgo
lipidicos y no lipidicos de origen metabdlico. En ciertas
realizaciones, se identifica el sindrome metabdlico por la
presencia de 3 factores cualesquiera de entre los siguientes:
circunferencia de la cintura superior a 102 cm en hombres o
superior a 88 cm en mujeres; triglicéridos séricos de al
menos 150 mg/dL; HDL-C inferior a 40 mg/dL en hombres o
inferior a 50 mg/dL en mujeres; presidén sanguinea de al menos
130/85 mmHg; y glucosa en ayunas de al menos 110 mg/dL. Estos
determinantes se pueden medir féacilmente en la practica
clinica (JAMA, 2001, 285: 2486-2497).

“Esteatosis” se refiere a una afeccidn caracterizada
por la acumulacién excesiva de triglicéridos en 1los
hepatocitos.

“Esteatohepatitis” se refiere a 1la esteatosis con
inflamacién.

“Enfermedad por higado graso no alcohdélico (NAFLD)” se
refiere a una afeccidén caracterizada por la acumulacidén de
grasa en el higado en sujetos con un consumo de alcohol
pequefio o nulo. En ciertas realizaciones, la NAFLD se refiere

a la resistencia a la insulina y al sindrome metabdlico.
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“Esteatohepatitis no alcohdélica (NASH)” se refiere a una
afeccidn caracterizada por la acumulacidén de grasa en el
higado, combinada con la inflamacidén y fibrosis hepatica. En
ciertas realizaciones, la NASH es el resultado de un
empeoramiento progresivo de la NAFLD.

“Esteatohepatitis alcohdélica (ASH)” se refiere a una
afeccidédn inducida por el alcohol caracterizada por la
acumulaciédn de grasa en el higado, combinada con la
inflamacién y fibrosis hepéatica.

“Prueba de tolerancia a la glucosa” o “GTT” se refiere
a una prueba realizada para determinar la rapidez con la que
se retira la glucosa de la sangre. Normalmente, la prueba
conlleva la administracidén de glucosa y después la medida de
los niveles de glucosa en sangre en intervalos a lo largo de
un periodo de tiempo. “IPGTT” se refiere a una GTIT realizada
tras la 1inyeccidédn intraperitoneal de glucosa. “OGTT” se
refiere a una GTT realizada tras la administracidén oral de
glucosa. En ciertas realizaciones, se utiliza una GTT para
determinar si existe prediabetes. En ciertas realizaciones,
se utiliza una GTT para identificar a un sujeto con diabetes.
En ciertas realizaciones, se utiliza una GTT para identificar
a un sujeto en riesgo de desarrollar diabetes. En ciertas
realizaciones, se utiliza una GTT para identificar a un
sujeto que padece resistencia a la insulina.

“Prueba de tolerancia a la insulina (ITT)” se refiere
a una prueba realizada para medir la sensibilidad a la
insulina mediante la respuesta hormonal al estrés de un nivel
de azlcar en sangre bajo. En ciertas realizaciones, se
utiliza wuna ITT como prueba para determinar si existe
prediabetes. En ciertas realizaciones, se utiliza una ITT

para identificar a un sujeto con diabetes. En ciertas
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realizaciones, se utiliza una ITT para identificar a un
sujeto en riesgo de desarrollar diabetes. En ciertas
realizaciones, se utiliza una ITT para identificar a un
sujeto que padece resistencia a la insulina.

“Tasa metabdlica” se refiere a la tasa del metabolismo
o la cantidad de energia que se gasta en un periodo dado.
“Tasa metabdlica basal” se refiere a la cantidad de energia
gastada en reposo en un entorno con una temperatura neutral,
en el estado posabsorbente (lo que significa que el sistema
digestivo estd inactivo, lo gque requiere aproximadamente
doce horas de ayuno en los seres humanos); la liberacidén de
energia en este estado es suficiente Unicamente para el
funcionamiento de los érganos vitales tales como el corazdn,
pulmones, cerebro y el resto del sistema nervioso, higado,
rifiones, dérganos sexuales, musculos y la piel.

“Acido nucleico diana” se refiere a un &cido nucleico
respecto al cual se disefia la  hibridacidén de un
oligonucledtido.

“ARN diana” se refiere a un ARN respecto al cual es
complementario un oligonucledtido.

"Tener como diana" se refiere al proceso de disefio y
seleccidén de una secuencia de nucleobases que se hibridaréa
con un acido nucleico diana.

“Que tiene como diana” significa que se dispone de una
secuencia de nucleobases que permitird la hibridacidén con un
dcido nucleico diana.

“Unién diana” se refiere a la interaccién de un
oligonucledétido con el microARN respecto al cual es
complementario, de una manera que cambia la actividad,
expresién o nivel del microARN. En ciertas realizaciones,

una unidén diana se refiere a un anti-miR que interactta con
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el microARN respecto al cual es complementario, de manera
que se inhibe la actividad del microARN.

“Modulacién” se refiere a una perturbacidén de la funciédn,
cantidad o actividad. En ciertas realizaciones, la
modulacidén se refiere a un incremento en la funcidén, cantidad
o actividad. En ciertas realizaciones, la modulacidén se
refiere a un descenso en la funcidén, cantidad o actividad.

"Expresidén" se refiere a cualesquiera funciones vy
etapas mediante las cuales la informacidén codificada por un
gen se convierte en las estructuras presentes en la célula
y que operan en ella.

“Sitio diana 5’” se refiere a la nucleobase de un acido
nucleico diana que es complementaria a la nucleobase mas
cercana al extremo 3’ de un oligonucledtido particular.

“Sitio diana 3’” se refiere a la nucleobase de un acido
nucleico diana que es complementaria a la nucleobase mas
cercana al extremo 5’ de un oligonucledtido particular.

“Regidn” se refiere a una porcidén de nucledsidos unidos
dentro de un &cido nucleico. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido tiene una secuencia de nucleobases que es
complementaria a una regién de un a&cido nucleico diana. Por
ejemplo, en ciertas realizaciones, un oligonucledtido es
complementario a una regidén de una secuencia de un tallo-
bucle de microARN. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido es totalmente complementario a una regidn de
una secuencia de un tallo-bucle de microARN.

“Segmento” se refiere a una regidén més pequefia o0 a una
subporcién de esta.

“microARN” se refiere a un ARN enddgeno no codificante
con una longitud de entre 18 y 25 nucleobases, que es el

producto de la escisidén de un pre-microARN por parte de la
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enzima Dicer. Se pueden consultar ejemplos de microARN
maduros en la base de datos de microARN conocida como miRBase
(http://microrna.sanger.ac.uk/). En ciertas realizaciones,
microARN se abrevia como “microARN” o “miR”.

“Pre-microARN” o “pre-miR” se refiere a un ARN no
codificante gque tiene una estructura de horquilla, que es el
producto de escisidén de un pri-miR por parte de la
ribonucleasa especifica de ARN bicatenario conocida como
Drosha.

“Secuencia tallo-bucle” se refiere a un ARN gue tiene
una estructura de horquilla que contiene una secuencia de
microARN maduro. Las secuencias de pre-microARN vy las
secuencias tallo-bucle pueden superponerse. Se pueden
consultar ejemplos de secuencias de tallo-bucle en la base
de datos de microARN conocida como miRBase
(http://microrna.sanger.ac.uk/) .

“Pri-microARN” o “pri-miR” se refiere a un ARN no
codificante que tiene una estructura de horquilla que es un
sustrato para la ribonucleasa especifica de ARN bicatenario
Drosha.

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

“Transcrito regulado por microARN” se refiere a un
transcrito que estd regulado por un microARN.

“Transcrito monocistrénico” se refiere a un precursor

de microARN que contiene una secuencia de microARN unica.
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“Transcrito policistrénico” se refiere a un precursor
de microARN gque contiene dos o mas secuencias de microARN.

“Secuencia seminal” se refiere a una secuencia de
nucleobases que comprende de 6 a 8 nucleobases contiguas de
las nucleobases 1 a 9 del extremo 5’ de una secuencia de
microARN maduro.

“Secuencia que se empareja con la secuencia seminal” se
refiere a una secuencia de nucleobases que es complementaria
a una secuencia seminal y tiene la misma longitud que la
secuencia seminal.

“Anti-miR” se refiere a un oligonucledétido que tiene
una secuencia de nucleobases complementaria a un microARN.
En ciertas realizaciones, un anti-miR es un oligonucledtido
modificado.

“Anti-miR-103/107” se refiere a un oligonucledétido que
tiene una secuencia de nucleobases complementaria a miR-103
y miR107. En ciertas realizaciones, un anti-miR-103/107 es
complementario en un 90% a miR-103 y miR-107. En algunas de
tales realizaciones, un oligonucledétido anti-miR-103/107
estd constituido por 10 nuclebdsidos unidos donde 9
nucledétidos unidos son totalmente complementarios a miR-103
y miR-107 y un nucledésido corresponde a un emparejamiento
errdneo. En algunas de tales realizaciones, el
emparejamiento errdéneo estd ubicado en el extremo 3’ del
oligonucleétido anti-miR-103/107. En ciertas realizaciones,
un anti-miR-103/107 es complementario en al menos un 80%, al
menos un 85%, al menos un 90% o es complementario en al menos
un 95% a miR-103 y miR-107. En ciertas realizaciones, un

anti-miR-103/107 es un oligonucledtido modificado.
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“Oligonucledétido totalmente modificado” se refiere a
que cada nucleobase, cada azucar y/o cada enlace
internucleosidico estd modificado.

“Oligonucledétido uniformemente modificado” se refiere
a que cada nucleobase, cada azUucar vy/o cada enlace
internucleosidico tiene la misma modificacidén a lo largo de
todo el oligonucledtido modificado.

“Gapmero” se refiere a un oligonucledtido modificado
que tiene una regidén interna de p-D-desoxirribonucledsidos
unidos ubicados entre dos regiones externas de nucledsidos
unidos, donde cada nucledésido de cada regibdén externa
comprende un resto de tipo azlUcar modificado. Los (-D-
desoxirribonucledsidos pueden tener o no una nucleobase
modificada.

“Gap” es una regidén interna de un gapmero dque esta
ubicado entre las regiones externas.

“Segmento lateral” es una regidn externa de un gapmero
que es adyacente a un extremo 5’ o 3’ de la regidn interna
del gapmero.

“Gapmero simétrico” significa que cada nucledsido de
cada regidn externa comprende la misma modificacidén del
azlcar.

“Gapmero asimétrico” significa que cada nucledsido de
una regidén externa comprende una primera modificacidén del
azucar y cada nucledésido de la otra regidn externa comprende
una segunda modificacién del azucar.

“Secuencia de nucleobases” se refiere al orden de
nucleobases contiguas en un Aacido nucleico o compuesto
oligomérico, normalmente enumeradas en una orientacién 5’ a
3’7, independiente de cualquier modificacién de la nucleobase,

enlace y/o azucar.
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“Nucleobases contiguas” se refiere a las nucleobases
inmediatamente adyacentes entre si en un acido nucleico.

“Complementariedad de nucleobases” se refiere a la
capacidad de dos nucleobases para emparejarse de manera no
covalente mediante enlaces de hidrdégeno.

“Complementariedad” significa que un &4cido nucleico es
capaz de hibridarse con otro acido nucleico u oligonucledtido.
En ciertas realizaciones, la complementariedad se refiere a
un oligonucledétido capaz de hibridarse con un acido nucleico
diana.

“Totalmente complementario” significa que cada
nucleobase de un oligonucledétido es capaz de emparejarse con
una nucleobase en cada posicidn correspondiente en un acido
nucleico diana. En ciertas realizaciones, un oligonucledtido
es totalmente complementario a un microARN, es decir, cada
nucleobase del oligonucledétido es complementaria a una
nucleobase en la posicidn correspondiente en el microARN. En
ciertas realizaciones, un oligonucledétido donde cada
nucleobase es complementaria con una nucleobase dentro de
una regién de una secuencia tallo-bucle de microARN es
totalmente complementario con la secuencia tallo-bucle del
microARN.

“Porcentaje de complementaridad” se refiere al
porcentaje de nucleobases de un oligonucledétido gque son
complementarias a una porcién de la misma longitud de un
dcido nucleico diana. E1l porcentaje de complementaridad se
calcula dividiendo el nimero de nucleobases del
oligonucledétido que son complementarias a las nucleobases en
las posiciones correspondientes en el &cido nucleico diana

por el nUmero total de nucleobases del oligonucledtido.
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“Porcentaje de identidad” se refiere al numero de
nucleobases en un primer &acido nucleico gque son idénticas a
las nucleobases en las posiciones correspondientes en un
segundo 4&cido nucleico dividido por el numero total de
nucleobases en el primer 4cido nucleico. En ciertas
realizaciones, el primer &acido nucleico es un microARN y el
segundo 4acido nucleico es un microARN. En ciertas
realizaciones, el primer acido nucleico es un
oligonuclebétido y el segundo acido nucleico es un
oligonucledtido.

“Hibridar” se refiere a la unidédn de Aacidos nucleicos
complementarios que ocurre gracias a la complementariedad de
las nucleobases.

“Emparejamiento errdéneo” se refiere a una nucleobase de
un primer &cido nucleico que no es capaz de emparejarse con
una nucleobase en una posicidn correspondiente de un segundo
acido nucleico.

“Idéntico” en el contexto de las secuencias de
nucleobases, significa qgue tiene la misma secuencia de
nucleobases, independientemente de las modificaciones de la
nucleobase, enlace y/o azlUcar e 1independientemente del
estado de metilacidén de cualesquiera pirimidinas presentes.

“miR-103"” se refiere al miARN maduro gque tiene la
secuencia de nucleobases expuesta en la SEQ ID NO: 1
(AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA) .

"miR-107"” se refiere al miARN maduro gque tiene la
secuencia de nucleobases expuesta en la SEQ ID NO: 2
(AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCA) . “Secuencia tallo-bucle miR-103-1"
se refiere al precursor de miR-103 que tiene la secuencia de

nucleobases expuesta en la SEQ ID NO: 3 (UACUGCCCUC
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GGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUGUUGCAUAUGGAUCAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUG
AAGGCAUUG) .

"miR-103-2" se refiere al precursor de miR-103 que tiene
la secuencia de nucleobases expuesta en la SEQ ID NO: 4
(UUGUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGCUGCCUUGUAGCAUUCAGGU
CAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGAAAGAACCA) .

“Secuencia tallo-bucle miR-107" se refiere al
precursor de miR-107 que tiene la secuencia de nucleobases
expuesta en la SEQ ID NO: 5 (CUCUCUGCUUUCAGCUUCUUUACAGUGU
UGCCUUGUGGCAUGGAGUUCAAGCAGCAUUGUACAGGGCUAUCAAAGCACAGA) .

“"miR-103/miR-107"” se refiere al microARN que tiene la
secuencia de nucleobases expuesta en la SEQ ID NO: 1 o SEQ
ID NO: 2.

“Compuesto oligomérico” se refiere a un compuesto que
comprende una pluralidad de subunidades monoméricas unidas.
Los compuestos oligoméricos incluyen los oligonucledtidos.

"Oligonucledétido" se refiere a un compuesto due
comprende una pluralidad de nucledsidos unidos, donde cada
uno de los cuales puede estar modificado o no modificado,
independientemente unos de otros.

"Unidén internucleosidica de origen natural" se refiere
a un enlace de tipo fosfodiéster 3’ a 5’ entre nucledsidos.

“Enlace internucleosidico” se refiere a un enlace
covalente entre nucledsidos adyacentes.

“Nuclebsidos unidos” se refiere a nucledsidos unidos
mediante un enlace covalente.

“Nucleobase” se refiere a un resto heterociclico capaz
de emparejarse de manera no covalente con otra nucleobase.

"Nucledsido" se refiere a una nucleobase unida a un

resto de tipo azucar.
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"Nucledtido" se refiere a un nuclebdsido que tiene un
grupo fosfato unido covalentemente a la porcidén de tipo
azlcar de un nucledsido.

“Compuesto que comprende un oligonucledétido modificado
constituido por” un numero de nuclebdsidos unidos se refiere
a un compuesto que incluye un oligonucledétido modificado que
tiene el numero especificado de nucledsidos unidos. Por 1o
tanto, el compuesto puede incluir sustituyentes o conjugados
adicionales. A menos que se indique de otra manera, el
compuesto no incluye ningun nucledsido adicional aparte de
los del oligonucledtido modificado.

“Oligonucledétido modificado” se refiere a un
oligonucledétido que tiene una o mas modificaciones respecto
a un extremo, azucar, nucleobase y/o enlace
internucleosidico de origen natural. Un oligonucledétido
modificado puede comprender nucledsidos no modificados.

Una “regidén de un oligonucledtido modificado” se
refiere a una porcidén expuesta como oligol, oligo2 o o0ligo3
en las estructuras de los oligonucledétidos modificados que
se muestran en la presente (p. ej., [0ligol]-[x-N],—x-[0oligo2]
u [oligol]-[x-N]p—x-[0oligo2]- [x-N],-x-[0ligo3]). Una regidn
de un oligonucledétido modificado puede ser un anti-miR-
103/107. En algunas realizaciones, <cada regién de un
oligonucledétido modificado es un anti-miR-103/107. Por 1lo
tanto, en algunas realizaciones, un oligonucledtido
modificado puede tener la estructura [anti-miR-103/107] -[x-
N]lp-x-[anti-miR-103/1077.

“Oligonucledétido modificado monocatenario” se refiere
a un oligonucledétido modificado que no estd hibridado con

una hebra complementaria.
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“Nuclebdésido modificado” se refiere a un nucledbdsido que
tiene cualquier cambio respecto a un nucledésido de origen
natural. Un nucledésido modificado puede tener un azlcar
modificado y una nucleobase no modificada. Un nuclebsido
modificado puede tener un azlcar modificado y una nucleobase
modificada. Un nucledésido modificado puede tener un azucar
natural y una nucleobase modificada.

“Nuclebésido modificado en la posicidén 2’” se refiere a
un nucledésido que comprende un azucar con cualqgquier
modificacidén en la posicidn equivalente a la posicidn 2’ del
anillo de furanosilo, tal como se enumeran las posiciones en
la 2-desoxirribosa o ribosa. Se sobreentendera que los
nucledésidos modificados en la posicidén 2’ incluyen, sin
caradcter limitante, nuclebdésidos que comprenden restos de
tipo aztcar biciclico.

“Enlace 1internucleosidico modificado” se refiere a
cualquier cambio respecto a un enlace internucleosidico de
origen natural.

“Enlace internucleosidico de tipo fosforotioato” se
refiere a cualquier enlace entre nuclebdsidos en los gque uno
de los &tomos que no hacen de puente es un atomo de azufre.

Un “enlace de tipo fosforotiocato” se refiere a un enlace
entre dos restos gquimicos que tiene la misma estructura que
un enlace internucleosidico de tipo fosforoticato, p. ej.,
-0OP (0) (S)O-.

Un “enlace de tipo fosfodiéster” se refiere a un enlace
entre dos restos gquimicos que tiene la misma estructura que
un enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster, p. ej.,
OP (0) ,0-.

“Nucleobase no modificada” se refiere a 1las Dbases

heterociclicas de origen natural de ARN o ADN: las bases
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pUricas adenina (A) y guanina (G) y las bases pirimidinicas
timina (T), citosina (C) (incluido 5-metilcitosina) %
uracilo (U).

“5-Metilcitosina” se refiere a una citosina que
comprende un grupo metilo enlazado a la posicidén 5.

“Nucleobase modificada” se refiere a cualquier
nucleobase gque no es una nucleobase no modificada.

“Furanosilo” se refiere a una estructura que comprende
un anillo de 5 miembros constituido por cuatro &atomos de
carbono y un atomo de oxigeno.

“Furanosilo de origen natural” se refiere a un
ribofuranosilo tal como se detecta en un ARN de origen
natural o un desoxirribofuranosilo tal como se detecta en un
ADN de origen natural.

“Resto de tipo azucar” se refiere a un furanosilo de
origen natural o un resto de tipo azlcar modificado.

“Resto de tipo azucar modificado” se refiere a un resto
de tipo azucar sustituido o un sustituto de tipo azucar.

“Resto de tipo azlUcar sustituido” se refiere a un
furanosilo que no es un furanosilo de origen natural. Los
restos de tipo azlcar sustituido incluyen, sin carécter
limitante, restos de tipo azucar que comprenden
modificaciones en la posicidén 2’, la posicidédn 5’ y/o la
posicién 4’ de un furanosilo de origen natural. Ciertos
restos de tipo azlcar sustituido son restos de tipo azucar
biciclico.

“Sustituto de tipo azucar” se refiere a una estructura
que no comprende un furanosilo y que es capaz de reemplazar
el furanosilo de origen natural de un nuclebdésido, de manera
que el nuclebdsido resultante sea capaz de (1) la

incorporacién en un oligonucledtido y (2) hibridarse con un
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nucledbsido complementario. Tales estructuras incluyen
cambios relativamente sencillos en el furanosilo, tales como
anillos que comprenden un numero de atomos diferente (p. ej.,
anillos de 4, 6 o 7 miembros); reemplazo del oxigeno del
furanosilo por un &tomo que no es oxigeno (p. ej., carbono,
azufre o nitrdégeno); o tanto un cambio en el nUmero de &tomos
como un reemplazo del oxigeno. Tales estructuras también
pueden comprender sustituciones que se corresponden con las
descritas para los restos de tipo azlcar sustituido (p. ej.,
sustitutos de tipo azlcar Dbiciclico carbociclico de 6
miembros que comprenden opcionalmente sustituyentes
adicionales). Los sustitutos de tipo aztcar también incluyen
reemplazos del azlUcar mas complejos (p. ej., los sistemas no
anulares del acido nucleico peptidico). Los sustitutos de
tipo azucar incluyen, sin caracter limitante, morfolino,
ciclohexenilo y ciclohexitoles.

"R-D-Desoxirribosa” se refiere a un resto de tipo azlcar
del ADN de origen natural.

"B-D-Ribosa” se refiere a un resto de tipo azucar del
ARN de origen natural.

W2’ -0-Metilaztcar” o “2’'-OMe-azucar” se refiere a un
azlcar que tiene una modificacidén de tipo O-metilica en la
posicidén 27.

W27 -0O-Metoxietilaztcar” o “2’-MOE-azucar” se refiere a
un azucar que tiene una modificacidén de tipo O-metoxietilica
en la posicién 2'.

W2’ -Fluoro” o “2'-F” se refiere a un azlcar que tiene
una modificacidén de tipo fluoro en la posicidn 2'.

"Resto de tipo azlcar biciclico" se refiere a un resto
de tipo azucar modificado que comprende un anillo de 4 a 7

miembros (que incluye, sin caracter limitante, un furanosilo)
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que comprende un puente que conecta dos 4dtomos del anillo de
4 a 7 miembros para formar un segundo anillo, lo cual da
como resultado una estructura biciclica. En ciertas
realizaciones, el anillo de 4 a 7 miembros es un anillo de
tipo azlcar. En ciertas realizaciones, el anillo de 4 a 7
miembros es un furanosilo. En ciertas realizaciones de este
tipo, el puente conecta el carbono de la posicidén 2’/ y el
carbono de la posicidén 4’ del furanosilo. Los ejemplos no
limitantes de restos de tipo azucar biciclico incluyen LNA,
ENA, cEt, S-cEt y R-cEt.

“Resto de tipo azlUcar de un &acido nucleico bloqueado

”

(LNA, por sus siglas en inglés) se refiere a un resto de
tipo azlcar sustituido que comprende un puente (CH,;)-0 entre
los atomos 4’ y 2’ del anillo de furanosa.

“Resto de tipo azlUcar ENA” se refiere a un resto de
tipo azucar sustituido que comprende un puente (CH;),-0O entre
los atomos 4’ y 2’ del anillo de furanosa.

“Resto de tipo etilazlcar restringido (cEt)” se refiere
a un resto de tipo azlcar sustituido que comprende un puente
CH(CH3) -O entre los 4atomos 4’ y 2’ del anillo de furanosa.
En ciertas realizaciones, el puente CH (CH3) -0 estéa
restringido en la orientacién S. En ciertas realizaciones,
el puente CH(CH3) -0 estd restringido en la orientacidén R.

“Resto de tipo aztcar S-cEt” se refiere a un resto de
tipo azlcar sustituido que comprende un puente CH(CHs)-0 con
una restriccién S entre los atomos 4’ y 2’ del anillo de
furanosa.

“Resto de tipo azlcar R-cEt” se refiere a un resto de
tipo azlcar sustituido que comprende un puente CH(CHs) -0 con
una restriccién R entre los atomos 4’ y 2’ del anillo de

furanosa.
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W27 -0-Metilnuclebsido” se refiere a un nucledsido
modificado que tiene una modificacidén 2’'-O-metilica en el
azuacar.

W27 -0-Metoxietilnucledbdsido” se refiere a un nucledsido
modificado que tiene una modificacidén 2’ -O-metoxietilica en
el azlcar. Un 2’'-0O-metoxietilnucledésido puede comprender una
nucleobase modificada o no modificada.

W2’ -Fluoronucledsido” se refiere a un nucledsido
modificado que tiene una modificacién de tipo 2’ -fluoro en
el aztcar. Un 2’-fluoronucledsido puede comprender una
nucleobase modificada o no modificada.

“Nuclebésido Dbiciclico” se refiere a un nucledbsido
modificado que tiene un resto de tipo azlUcar biciclico. Un
nucledsido biciclico puede tener una nucleobase modificada
o no modificada.

“Nuclebdésido cEt” se refiere a un nucledsido que
comprende un resto de tipo aztcar cEt. Un nucledsido cEt
puede comprender una nucleobase modificada o no modificada.

“Nuclebdésido S-cEt” se refiere a un nucledbdsido que
comprende un resto de tipo azucar S-cEt.

“Nuclebdsido R-cEt” se refiere a un nucledsido que
comprende un resto de tipo aztcar R-cEt.

“Nuclebdésido no biciclico” se refiere a un nucledsido
que tiene un azucar que no es un azucar biciclico. En ciertas
realizaciones, un nucledésido no biciclico comprende un
azucar de origen natural. En ciertas realizaciones, un
nucledsido no biciclico comprende un azucar modificado. En
ciertas realizaciones, un nucledésido no biciclico es un RB-
D-desoxirribonucledsido. En ciertas realizaciones, un

nucledésido no biciclico es un 2-O-metoxietilnucledsido.
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"R-D-Desoxirribonucledsido” se refiere a un nucledsido
del ADN de origen natural.

"R-D-Ribonuclebdésido” se refiere a un nucledbdsido del ARN
de origen natural.

“Nuclebésido LNA” se refiere a un nucledsido que
comprende un resto de tipo azucar LNA.

“Nuclebsido ENA” se refiere a un nucledsido que
comprende un resto de tipo azucar ENA.

“Motivo” se refiere a un patrdén de nucleobases,
azucares y/o enlaces internucleosidicos modificados y/o no
modificados en un oligonucledétido. En ciertas realizaciones,
un motivo es un patrédn de nucledsidos.

“Patrdén de nucledsidos” se refiere a un patrdn de
modificaciones de los nucledsidos en un oligonucledtido o
una regidén de este. Un patrdédn de nucledsidos es un motivo
que describe la disposicién de las modificaciones de 1los
nucledsidos en un oligonucledtido.

“Modificacidén estabilizadora” se refiere a una
modificacién en un nuclebdsido que proporciona una mejor
estabilidad al oligonucledétido modificado, en presencia de
nucleasas, respecto a la que proporcionan los 2'-
desoxinucledsidos unidos por enlaces internucleosidicos de
tipo fosfodiéster. Por ejemplo, en ciertas realizaciones,
una modificacidén estabilizadora es una modificacién
nucleosidica estabilizadora. Por ejemplo, en cilertas
realizaciones, una modificacidén estabilizadora es una
modificacién del enlace internucleosidico.

“Nucledbdésido estabilizador” se refiere a un nucledsido
modificado para proporcionar una mayor estabilidad frente a

nucleasas a un oligonuclebétido respecto a la que proporciona
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un 2’ -desoxinucledésido. En una realizacidén, un nucledsido
estabilizador es un nucledsido modificado en la posicidén 2.

“Enlace internucleosidico estabilizador” se refiere a
un enlace internucleosidico gque proporciona una mejor
estabilidad frente a nucleasas a un oligonucledétido respecto
a la que proporciona un enlace internucleosidico de tipo
fosfodiéster. En una realizacién, un enlace
internucleosidico estabilizador es un enlace
internucleosidico de tipo fosforotioato.

Un “grupo conector”, tal como se utiliza en la presente,
se refiere a un atomo o grupo de 4atomos que enlazan una
primera entidad quimica con una segunda entidad quimica
mediante uno o mas enlaces covalentes.

Un “conector”, tal como se utiliza en la presente, se
refiere a un &tomo o grupo de atomos gque enlazan uno O mMas
ligandos con un nuclebdésido modificado o no modificado
mediante uno o mas enlaces covalentes. El1l nucledsido
modificado o no modificado ©puede ser parte de un
oligonucledétido modificado tal como se describe en la
presente o puede estar enlazado a un oligonucledtido
modificado mediante un enlace de tipo fosfodiéster o
fosforotioato. En algunas realizaciones, el conector enlaza
uno o mas ligandos al extremo 3’ de un oligonucledtido
modificado. En algunas realizaciones, el conector enlaza uno
o méas ligandos al extremo 5’ de un oligonucledtido modificado
En algunas realizaciones, el conector enlaza uno o més
ligandos a un nuclebésido modificado o no modificado que se
enlaza al extremo 3’ de un oligonucledétido modificado. En
algunas realizaciones, el conector enlaza uno o més ligandos
a un nucledésido modificado o no modificado que se enlaza al

extremo 5’ de un oligonucledétido modificado. Cuando el
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conector enlaza uno o mas ligandos con el extremo 3’ de un
oligonucleétido modificado o con un nucledésido modificado o
no modificado enlazado al extremo 3’ de un oligonucledtido
modificado, en algunas realizaciones, el punto de enlace
para el conector puede ser el carbono 3’ de un resto de tipo
azucar modificado o no modificado. Cuando el conector enlaza
uno o méas ligandos con el extremo 5’ de un oligonucledtido
modificado o con un nucledésido modificado o no modificado
enlazado al extremo 5’ de un oligonucledétido modificado, en
algunas realizaciones, el punto de enlace para el conector
puede ser el carbono 5’ de un resto de tipo aztcar modificado
o no modificado.

"Sujeto" se refiere a un animal humano © no humano
seleccionado para el tratamiento o la terapia.

“Sujeto que lo necesita” se refiere al estado en el
cual se identifica un sujeto como un sujeto que necesita una
terapia o tratamiento.

“Sujeto del que se sospecha que tiene” se refiere a un
sujeto que muestra uno o mas indicadores clinicos de una
enfermedad.

“Administrar” significa ©proporcionar un agente o
composicién farmacéuticos a un sujeto e incluye, sin carécter
limitante, la administracidén por parte de un profesional
médico y la autoadministracién.

“Administracién parenteral” se refiere a la
administracién mediante inyeccidén o infusioén.

La administracién parenteral incluye, sin caréacter
limitante, la administracidén subcutédnea, la administracién
intravenosa o la administracién intramuscular.

“Administracién subcutéanea” se refiere a la

administracién justo por debajo de la piel.
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“Administracién intravenosa” se refiere a la
administracién en una vena.

“Administracién intracardiaca” se refiere a la
administracidén en el corazdédn. En ciertas realizaciones, la
administracién intracardiaca se produce por medio de un
catéter. En ciertas realizaciones, la administracién
intracardiaca se produce por medio de cirugia a corazdn
abierto.

“Administracién pulmonar” se refiere a la
administracién a los pulmones.

“Administrado simultaneamente” se refiere a la
coadministracidén de dos agentes de una manera en la cual los
efectos farmacoldgicos de ambos se manifiestan en el paciente
a la vez. La administracidén simultédnea no requiere que ambos
agentes se administren en una Unica composicidén farmacéutica
en la misma forma farmacéutica o mediante la misma via de
administracién. Los propios efectos de ambos agentes no
necesitan manifestarse a la vez. Unicamente es necesario que
los efectos se superpongan durante un periodo de tiempo y no
es necesario que sean coextensivos.

“Duracién” se refiere al periodo de tiempo durante el
cual se prolonga una actividad o evento. En ciertas
realizaciones, la duracidén del tratamiento es el periodo de
tiempo durante el cual se administran las dosis de un agente
farmacéutico o composicidédn farmacéutica.

“Terapia” se refiere a un método de tratamiento de una
enfermedad. En ciertas realizaciones, la terapia incluye,
sin carécter limitante, quimioterapia, radioterapia o
administracién de un agente farmacéutico.

“Tratamiento” se refiere a la aplicacién de uno o més

procedimientos especificos utilizados para curar o mejorar
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una enfermedad. En ciertas realizaciones, el procedimiento
especifico es la administracién de uno o mas agentes
farmacéuticos.

“Mejora” se refiere a la reduccidédn de la gravedad de al
menos un indicador de una afeccidén o enfermedad. En ciertas
realizaciones, la mejora incluye un retraso O una
ralentizacidén en la evolucidn de uno o méas indicadores de
una afeccidén o enfermedad. La gravedad de los indicadores se
puede determinar mediante medidas subjetivas u objetivas que
conocen los expertos en la técnica.

“En riesgo de desarrollar” se refiere al estado en el
cual un sujeto estd predispuesto a desarrollar una afeccidn
o enfermedad. En ciertas realizaciones, un sujeto que esta
en riesgo de desarrollar una afeccidédn o enfermedad muestra
uno o mas sintomas de la afeccidédn o enfermedad pero no
muestra un numero suficiente de sintomas para que se le
diagnostique la afeccidn o enfermedad. En ciertas
realizaciones, un sujeto que estda en riesgo de desarrollar
una afeccién o enfermedad muestra uno o mads sintomas de la
afeccidén o enfermedad pero en un grado menor que el necesario
para que se le diagnostique la afeccidén o enfermedad.

“Prevenir la aparicién de” se refiere a prevenir el
desarrollo de una afeccidén o enfermedad en un sujeto que
estd en riesgo de desarrollar la enfermedad o afeccidén. En
ciertas realizaciones, un sujeto en riesgo de desarrollar la
enfermedad o afeccién recibe un tratamiento similar al
tratamiento recibido por un sujeto que vya padece la
enfermedad o afeccién.

“Retrasar la aparicién de” se refiere a retrasar el
desarrollo de una afeccidén o enfermedad en un sujeto que

estd en riesgo de desarrollar la enfermedad o afeccidén. En
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ciertas realizaciones, un sujeto en riesgo de desarrollar la
enfermedad o afeccidédn recibe un tratamiento similar al
tratamiento recibido por un sujeto que vya padece la
enfermedad o afeccidn.

“Agente terapéutico” se refiere a un agente
farmacéutico utilizado para la cura, mejora o prevencién de
una enfermedad.

“Dosis” se refiere a la cantidad especificada de un
agente farmacéutico proporcionado en una administracidn
Ginica. En ciertas realizaciones, se puede administrar una
dosis en dos o méds 1nyecciones intravenosas rapidas,
comprimidos o inyecciones. Por ejemplo, en cilertas
realizaciones, en las que es deseable una administracidn
subcutanea, la dosis deseada requiere un volumen gue no se
adapta facilmente a una 1inyeccidn Unica. En tales
realizaciones, se pueden utilizar dos o mas inyecciones para
conseguir la dosis deseada. En ciertas realizaciones, se
puede administrar una dosis en dos o mas inyecciones para
minimizar la reaccién en el sitio de la inyeccidén en un
individuo.

“Unidad de dosificacién” se refiere a una forma en la
cual se proporciona un agente farmacéutico. En ciertas
realizaciones, una unidad de dosificacién es un vial que
contiene un oligonucledtido liofilizado. En ciertas
realizaciones, una unidad de dosificacién es un vial que
contiene un oligonucledbétido reconstituido.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una
cantidad de wun agente farmacéutico gque proporciona un
beneficio terapéutico a un animal.

“Composicién farmacéutica” se refiere a una mezcla de

sustancias adecuada para su administracidén a un individuo
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que incluye un agente farmacéutico. Por ejemplo, una
composicién farmacéutica puede comprender una solucidn
acuosa estéril.

“Agente farmacéutico” se refiere a una sustancia que
proporciona un efecto terapéutico cuando se administra a un
sujeto.

“Principio activo farmacéutico” se refiere a la
sustancia en una composicidédn farmacéutica que proporciona un
efecto deseado.

“Sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal
fisioldgica y farmacéuticamente aceptable de un compuesto
que se proporciona en la presente, es decir, una sal dque
mantiene la actividad bioldgica deseada del compuesto y no
tiene efectos toxicoldgicos indeseados cuando se administra
a un sujeto. Las sales farmacéuticamente aceptables a modo
de ejemplo no limitante de los compuestos que se proporcionan
en la presente incluyen las formas salinas con sodio vy
potasio. El1l término “compuesto”, tal como se utiliza en la
presente, incluye las sales farmacéuticamente aceptables de
este a menos que se indique especificamente lo contrario.

“Funcidén hepadtica mejorada” se refiere al cambio en la
funcién hepatica en direccidén a los limites normales. En
ciertas realizaciones, la funcidén hepadtica se evalula
midiendo moléculas que se encuentran en la sangre del sujeto.
Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la funcidén hepéatica
mejorada se mide mediante la reduccidén en sangre de 1los
niveles de la transaminasa hepéatica.

“Perfil de seguridad aceptable” se refiere a un patrdn
de efectos secundarios que estd dentro de los limites

clinicamente aceptables.
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“Efecto secundario” se refiere a una respuesta
fisioldégica atribuible a un tratamiento y que no pertenece
a los efectos deseados. En ciertas realizaciones, los efectos
secundarios incluyen, sin caracter limitante, reacciones en
el sitio de la inyeccidén, anomalias en la prueba de 1la
funcién hepatica, anomalias de la funcidén renal, toxicidad
hepdtica, toxicidad renal, anomalias en el sistema nervioso
central y miopatias. Tales efectos secundarios se pueden
detectar directa o indirectamente. Por ejemplo, unos niveles
de una aminotransferasa en suero aumentados pueden indicar
toxicidad hepatica o una anomalia en la funcidén hepéatica.
Por ejemplo, un aumento de la bilirrubina puede indicar
toxicidad hepatica o una anomalia en la funcidén hepatica.

“"Reaccidn en el sitio de la inyeccidn” se refiere a la
inflamacidén o eritema andémalo de la piel en el sitio de 1la
inyeccidén en un individuo.

“Cumplimiento del sujeto” se refiere a la adhesidn por
parte del sujeto a una terapia recomendada o prescrita.

“Cumplir” se refiere a la adhesiédn por parte de un
sujeto a la terapia recomendada.

“Terapia recomendada” se refiere al tratamiento
recomendado por un profesional médico para el tratamiento,
mejora o prevencidén de una enfermedad.

Planteamiento general

Los trastornos metabdélicos estén caracterizados por una
o0 mads anomalias en la funcidén metabdlica del cuerpo. Ciertos
trastornos metabdélicos estdn relacionados con defectos en la
manera en la que el cuerpo utiliza la glucosa en sangre, 1o
que da como resultado niveles andémalamente elevados de
glucosa en sangre. Los trastornos metabdlicos también pueden

estar caracterizados por una deficiencia en la produccidédn de
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insulina o una deficiencia en la sensibilidad a la insulina.
Los trastornos metabdlicos afectan a millones de personas en
todo el mundo y pueden ser trastornos potencialmente letales.
Por tanto, se necesitan composiciones y un método para
tratar, prevenir o retrasar la aparicién de los trastornos
metabdlicos.

La administracién de los oligonucledbétidos
complementarios a miR-103 y/o miR-107 dio como resultado una
mejora en los niveles de glucosa en sangre, una disminucidn
de la gluconeogénesis, un aumento de la sensibilidad a 1la
insulina y una reduccién del colesterol en plasma. Remitase,
p. ej., a la publicacién PCT N.° 2010/133970 Al. Se
observaron estos efectos en modelos en animales de
diabetes/resistencia a la insulina. También se observd una
disminucidén en el peso corporal lo que fue debido a una
disminucién en la grasa corporal. Ya que miR-103 y miR-107
difieren en una nucleobase, un oligonucledétido que tiene una
secuencia complementaria a la secuencia de nucleobases de
miR-103 se puede hibridar tanto con miR-103 como con miR-107
e inhibir la actividad de ambos. Asimismo, un oligonucledtido
que tiene una secuencia complementaria a la secuencia de
nucleobases de miR-107 se puede hibridar tanto con miR-103
como con miR-107 e inhibir la actividad de ambos. Por tanto,
se puede utilizar oligonucledétidos complementarios a uno de
miR-103 vy miR-107 o a los dos ©para conseguir las
consecuencias fenotipicas descritas en la presente.

La administracién de un compuesto que comprende un
oligonucledétido complementario a miR-103, miR-107 o un
precursor de estos puede dar como resultado una o mas
consecuencias clinicamente deseables. Tales consecuencias

clinicamente deseables incluyen, sin carédcter limitante, una
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reduccién de los niveles de glucosa en sangre, una reduccidn
de los niveles de hemoglobina Alc (HbAlc), una mejor
tolerancia a la glucosa, una mejora en la resistencia a la
insulina y una reduccién de la gluconeogénesis.

En consecuencia, en la presente se proporcionan métodos
y composiciones para reducir los niveles de glucosa en
sangre, disminuir la gluconeogénesis, mejorar la
sensibilidad a la insulina y disminuir el colesterol en
plasma. También se proporcionan métodos ©para tratar,
prevenir o retrasar la aparicidén de los trastornos
metabdélicos que estan relacionados con una elevacidén de los
niveles de glucosa en sangre, un aumento de la
gluconeogénesis, una alteracidén de la sensibilidad a 1la
insulina y un aumento del colesterol en sangre. En ciertas
realizaciones, los trastornos metabdlicos incluyen, sin
caradcter limitante, prediabetes, diabetes, incluida 1la
diabetes de tipo 1 o tipo 2, sindrome metabdlico, obesidad,
dislipidemia diabética, hiperglucemia, hipoglucemia e
hiperinsulinemia. En ciertas realizaciones, un sujeto que
padece un trastorno metabdlico padece la enfermedad por
higado graso. En ciertas realizaciones, las enfermedades por
higado graso incluyen, sin caréacter limitante, la enfermedad
por higado graso no alcohdélico (NAFLD), enfermedad por higado
graso alcohdélico y esteatohepatitis no alcohdélica (NASH) .

La presente 1invencidédn proporciona una estructura
novedosa que permite la administraciédn de un compuesto Gnico,
el cual comprende un oligonucledétido modificado que
comprende dos o mas regiones, donde cada una de las cuales
tiene como diana un microARN (que pueden ser idénticos o
diferentes). El oligonucledétido modificado comprende uno o

mads enlaces de tipo fosfodiéster vy/o nucledsidos no
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modificados entre las regiones, lo que permite al menos una
degradacién parcial del oligonucledétido modificado en sus
diferentes regiones, p. ej., en un tejido diana, y de esta
manera permite que cada regidén tenga como diana su diferente
microARN respectivo en el tejido diana.

La actividad de un oligonucledétido modificado se basa
en el evento de hibridacidén especifico que ocurre entre un
oligonucleétido modificado y su ARN diana y produce un
criterio de valoracidén farmacoldgico deseado. Para que esto
ocurra, deben tener lugar ciertos procesos farmacocinéticos,
por ejemplo, el suministro de un farmaco inalterado al tejido
o célula diana y la entrada del oligonucledétido modificado
en la célula que contiene el ARN diana. Los oligonucledtidos
modificados pueden estar conjugados con uno o0 mas restos que
mejoran el suministro en la célula o tejido diana y/o la
captacidén celular del oligonucledétido, y que en ultima
instancia dan como resultado wuna intensificacidén de 1la
potencia. Por ejemplo, se puede lograr una mayor captacidn
celular de los compuestos utilizando conjugados gue son
ligandos para receptores de la superficie celular. La unién
de un ligando conjugado a una molécula exdgena (p. ej., un
fadrmaco) a su receptor de la superficie celular conlleva la
endocitosis mediada por el receptor de la molécula conjugada,
y de esta manera facilita el transporte transmembrana de la
molécula exbédgena. Por ejemplo, el suministro dirigido a las
células hepatociticas se puede conseguir enlazando
covalentemente un conjugado que comprende un resto de tipo
carbohidrato a un oligonuclebétido modificado. Tras el
reconocimiento y la unién del resto de tipo carbohidrato
mediante el receptor de asialoglucoproteinas presente en la

superficie de una célula hepatocitica, el oligonucledétido
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modificado conjugado es transportado a través de la membrana
celular al interior del hepatocito. Mejorando el suministro
de esta manera, se puede intensificar la potencia del
oligonucledétido modificado, ya que se requiere una dosis
menor del compuesto para lograr el criterio de valoracién
farmacolbégico deseado.

Ciertos conjugados descritos en la presente tienen la
ventaja de proporcionar un mejor suministro a los tipos
celulares diana y también de ser escindibles in vivo para
producir el oligonucledtido modificado no conjugado tras la
administracidén in vivo. Tal como se ha descrito anteriormente,
se puede mejorar el direccionamiento in vivo a un tejido o
tipo celular especifico utilizando un resto conjugado. Una
vez que el oligonucledtido modificado conjugado alcanza su
sitio de accidn, sin embargo, la presencia de parte o de
todo el resto conjugado unido covalentemente puede alterar
la actividad de <ciertos oligonucledétidos modificados
conjugados o puede afectar a los analisis requeridos para
comprender ciertas propiedades farmacocinéticas del
oligonucledétido modificado, tal como la semivida en la célula
diana. Por tanto, puede ser deseable administrar un compuesto
que comprende un oligonucledétido modificado enlazado a un
resto conjugado que sea lo suficientemente estable para
mejorar la captacién celular, pero también permita la
escisidén del resto conjugado una vez que el compuesto ha
sido internalizado por la célula diana. En consecuencia, en
la presente se proporcionan compuestos gque comprenden un
oligonucledétido modificado wunido a un resto conjugado
escindible, que mejoran la potencia del oligonucledétido
modificado y permiten la liberacidén parcial o total del

oligonucledétido modificado en su forma no conjugada.



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 68 - PCT/US2015/043926

En ciertas realizaciones, en la presente se proporciona
un compuesto que comprende un oligonucledtido modificado que
tiene dos regiones, donde cada una de las cuales tiene como
diana miR-103 y miR-107. El compuesto es eficaz en modelos
experimentales de diabetes, tal como lo evidencia la
reduccién de los niveles de glucosa, la mejora de HOMA-IR y
la mejora de la sensibilidad a la insulina. El1 compuesto
ademas da como resultado una disminucidén de los niveles de
triglicéridos hepaticos. El1 compuesto se ha optimizado
basdndose en varios criterios, que incluyen la eficacia,
seguridad, viscosidad en la solucidén y reactividad cruzada
con secuencias de microARN no especificas.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para reducir los niveles de glucosa en
sangre en un sujeto que comprenden administrar al sujeto un
compuesto descrito en la presente, donde el compuesto
comprende un oligonucledétido modificado que tiene al menos
una regidn constituida por de 7 a 12 nucledsidos unidos y
que tiene una secuencia de nucleobases complementaria a miR-
103 y/o miR-107. En algunas realizaciones, el compuesto
comprende un oligonucledétido modificado gque tiene dos
regiones, donde cada regidén estd constituida por de 7 a 12
nucledsidos unidos y tiene una secuencia de nucleobases
complementaria a miR-103 v/ o miR-107. En algunas
realizaciones, cada regidén esté constituida por 10
nucledsidos unidos y tiene una secuencia de nucleobases
complementaria a miR-103 y/o miR-107.

En algunas realizaciones, un compuesto comprende la

estructura:
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donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ng
es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; y oM es 5'-
CsAsAsUsGsCsUsGsCsAsAACsAsASUsGsCsUsGsCsAg—3" (SEQ ID NO: 1),
donde cada nucledésido seguido por un subindice “S$” es un
nucledsido S-cEt, cada nucledésido no seguido por un subindice
es un desoxinucledésido y cada enlace internucleosidico entre
dos nucledésidos S-cEt es un enlace de tipo fosforotioato y
el resto de enlaces internucleosidicos son enlaces de tipo
fosfodiéster. En ciertas realizaciones, Y estd unido al
extremo 3’ de OM.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para reducir los niveles de glucosa en
sangre en un sujeto que comprenden administrar al sujeto un
compuesto descrito en la presente.

En ciertas realizaciones, los métodos que se
proporcionan en la presente comprenden medir los niveles de
glucosa en sangre. Los niveles de glucosa en sangre se pueden
medir antes y/o después de la administracidén de un compuesto
descrito en la presente. Los niveles de glucosa en sangre se
pueden medir en sangre entera o se pueden medir en plasma.

Los niveles de glucosa en sangre se pueden medir en un
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laboratorio clinico o se pueden medir wutilizando un
glucbémetro sanguineo.

En ciertas realizaciones, 1los niveles de glucosa en
sangre se miden en un sujeto cuando el sujeto ha ayunado
durante al menos 8 horas. En ciertas realizaciones, 1los
niveles de glucosa en sangre se miden en momentos aleatorios
y la medicidédn no se cronometra respecto a la ingestidn de
alimentos o bebidas. En ciertas realizaciones, los niveles
de glucosa en sangre se miden en el estado posprandial, es
decir, después de que el sujeto haya ingerido una comida. En
ciertas realizaciones, los niveles de glucosa en sangre se
miden en un sujeto dos horas después de que el sujeto haya
ingerido una comida. En ciertas realizaciones, los niveles
de glucosa en sangre se miden a intervalos cronometrados
tras la administracidén de glucosa al sujeto, con el fin de
determinar con cuanta rapidez el sujeto retira la glucosa de
la sangre. Cualesquiera mediciones de los niveles de glucosa
en sangre pueden ser en sangre entera o en plasma.

En ciertas realizaciones, el sujeto tiene niveles de
glucosa en sangre elevados. En ciertas realizaciones, se
identifica un sujeto como un sujeto que tiene niveles de
glucosa en sangre elevados. Normalmente, tal identificaciédn
la 1lleva a <cabo un profesional médico. En <ciertas
realizaciones, un nivel de glucosa en sangre elevado es un
nivel de glucosa en sangre en ayunas entre 100 y 125 mg/dL.
En ciertas realizaciones, un nivel de glucosa en sangre
elevado es un nivel de glucosa en sangre en ayunas superior
a 126 mg/dL. En ciertas realizaciones, un nivel de glucosa
en sangre elevado es un nivel de glucosa en sangre
posprandial de 2 horas entre 140 y 199 mg/dL. En ciertas

realizaciones, un nivel de glucosa en sangre elevado es un
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nivel de glucosa en sangre posprandial de 2 horas igual o
superior a 200 mg/dL.

En ciertas realizaciones, el sujeto que tiene niveles
de glucosa en sangre elevados tiene prediabetes. En ciertas
realizaciones, se identifica un sujeto como un sujeto que
tiene prediabetes. En ciertas realizaciones de este tipo, el
sujeto tiene un nivel de glucosa en sangre en ayunas entre
100 y 125 mg/dL. En ciertas realizaciones de este tipo, el
sujeto tiene un nivel de glucosa en sangre posprandial de
dos horas entre 140 y 199 mg/dL. Normalmente, el diagndstico
de prediabetes lo lleva a cabo un profesional médico, que
puede tener en cuenta otros factores ademas de los niveles
de glucosa en sangre cuando determine si un sujeto tiene
prediabetes.

En ciertas realizaciones, el sujeto que tiene niveles
de glucosa en sangre elevados tiene diabetes. En ciertas
realizaciones, se identifica un sujeto como un sujeto que
tiene diabetes de acuerdo con los niveles de glucosa en
sangre del sujeto. En ciertas realizaciones de este tipo, el
sujeto tiene un nivel de glucosa en sangre en ayunas superior
a 126 mg/dL. En ciertas realizaciones de este tipo, el sujeto
tiene un nivel de glucosa en sangre posprandial igual o
superior a 200 mg/dL. Normalmente, el diagndstico de diabetes
lo lleva a cabo un profesional médico, que puede tener en
cuenta otros factores ademéds de los niveles de glucosa en
sangre cuando determine si un sujeto tiene diabetes.

En ciertas realizaciones, el método que se proporciona
en la presente comprende monitorizar los niveles de glucosa
en sangre antes de la administracién de un compuesto descrito
en la presente. En ciertas realizaciones, los métodos que se

proporcionan en la presente comprenden medir los niveles de
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glucosa en sangre después de la administracidén de un
compuesto descrito en la presente. En ciertas realizaciones,
un sujeto mide los niveles de glucosa en sangre una O mas
veces al dia.

En ciertas realizaciones, los métodos para reducir los
niveles de glucosa en sangre comprenden reducir los niveles
de glucosa en sangre de un sujeto hasta los niveles de
glucosa en sangre seflalados como deseables por las
organizaciones médicas, tal como la Asociacidédn Americana
para la Diabetes o la Organizacidén Mundial de la Salud. En
ciertas realizaciones, los niveles de glucosa en sangre se
reducen por debajo de 130 mg/dL cuando se miden antes de que
un sujeto haya ingerido una comida. En ciertas realizaciones,
los niveles de glucosa en sangre se reducen por debajo de
180 mg/dL cuando se miden después de que un sujeto haya
ingerido una comida.

En ciertas realizaciones, la administracidén tiene lugar
al menos una vez a la semana. En ciertas realizaciones, la
administracién tiene lugar una vez cada dos semanas. En
ciertas realizaciones, la administracidén tiene lugar una vez
cada tres semanas. En ciertas realizaciones, la
administracién tiene lugar una vez cada cuatro semanas. La
frecuencia de administracidén la puede fijar un profesional
médico para lograr un nivel de glucosa en sangre deseable en
un sujeto. La frecuencia de administracidén puede depender de
los niveles de glucosa en sangre de un sujeto. Por ejemplo,
en ciertas realizaciones, la administracién puede ser méas
frecuente cuando un sujeto tiene niveles de glucosa en sangre
elevados.

En ciertas realizaciones, una pauta posoldgica puede

incluir dosis durante un periodo de carga y/o un periodo de
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mantenimiento. Durante el periodo de carga, que en algunas
realizaciones tiene lugar al inicio de la terapia y puede
durar, por ejemplo, de una a tres semanas o mas, se puede
proporcionar una unica administracioén o) se pueden
proporcionar multiples administraciones cada dia, cada 2
dias, cada 3 dias, cada 4 dias, cada 5 dias, cada 6 dias o
cada semana. Durante un periodo de mantenimiento, dgue en
algunas realizaciones sigue al periodo de carga y que puede
durar varios meses o afios o el resto de la vida del sujeto,
se pueden proporcionar dosis con una frecuencia comprendida
entre cada dia y cada 3 meses, lo gque se sobreentiende que
incluye cada dia, cada 2 dias, cada 3 dias, cada 4 dias,
cada 5 dias, cada 6 dias, cada semana, cada 2 semanas, cada
3 semanas, cada 4 semanas, cada mes, cada 2 meses o cada 3
meses. FEn algunas realizaciones, el periodo de carga
comprende la administracién de dosis mayores y/o dosis méas
frecuentes que el periodo de mantenimiento.

Se pueden utilizar medidas de los niveles de HbAlc para
determinar cudn bien se controlan los niveles de glucosa en
sangre de un sujeto con el tiempo. Los niveles de HbAlc son
indicativos de la cantidad de glucohemoglobina en la sangre
y pueden proporcionar una estimacidén de cuan bien se han
controlado los niveles de glucosa en sangre de un sujeto
durante el periodo de los 2-3 meses previos a la medicién de
los niveles de HbAlc. Los niveles de HbAlc elevados colocan
al sujeto en riesgo de desarrollar complicaciones
relacionadas con la diabetes, tales como la enfermedad ocular
cardiopatia, enfermedad renal, dafio nervioso o accidente
cerebrovascular. Por tanto, en ciertas realizaciones, es
deseable que los niveles de HbAlc de un sujeto estén en

intervalos considerados normales por un profesional médico.
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En ciertas realizaciones, un nivel de HbAlc igual o inferior
a un 6% es normal. En ciertas realizaciones, un profesional
médico puede recomendar que el nivel de HbAlc de un sujeto
sea igual o inferior a un 7%. En ciertas realizaciones, la
administracién da como resultado una reduccidén de los niveles
de HbAlc. En ciertas realizaciones, la administracidén reduce
el nivel de HbAlc de un sujeto por debajo de un 8%, por
debajo de un 7.5%, por debajo de un 7%, por debajo de un
6.5%, por debajo de un 6%, por debajo de un 5.5%, por debajo
de un 5% o por debajo de un 4.5%.

En ciertas realizaciones, el sujeto que tiene niveles
de glucosa en sangre elevados es resistente a la insulina.
Una de las principales funciones de la insulina es reducir
los niveles de glucosa en sangre. Un sujeto cuyas células
son sensibles a los efectos de la insulina necesitan
Unicamente una cantidad relativamente pequefla de insulina
para mantener los niveles de glucosa en sangre en el
intervalo normal. Un sujeto que es resistente a la insulina
requiere més insulina para obtener los mismos efectos de
disminucién de la glucosa en sangre. La resistencia a 1la
insulina puede provocar hiperinsulinemia. La
hiperinsulinemia puede estar asociada <con una presidn
sanguinea elevada, cardiopatia e insuficiencia cardiaca,
obesidad (particularmente la obesidad abdominal),
osteoporosis y ciertos tipos de céncer tales como cancer de
colon, mama y prbstata.

La resistencia a la insulina se puede detectar
utilizando un procedimiento conocido como pinzamiento
normoglucémico hiperinsulinémico, que mide la cantidad de
glucosa necesaria para compensar un aumento en el nivel de

insulina sin provocar hipoglucemia. Durante el procedimiento,
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se administra por venoclisis una cantidad de insulina de 10-
120 mU por m2 por minuto. Con el fin de compensar la
venoclisis de insulina, se administra por venoclisis una
solucién al 20% de glucosa para mantener los niveles de
azlcar en sangre entre 5 y 5.5 mmol/L. La tasa de venoclisis
de glucosa se determina comprobando los niveles de glucosa
en sangre cada 5-10 minutos. Las venoclisis de dosis bajas
de insulina son mas Utiles para evaluar la respuesta del
higado, mientras que las venoclisis de dosis elevadas de
insulina son TUtiles para evaluar la accidén insulinica
periférica (es decir, masculo y grasa). La tasa de venoclisis
de glucosa durante los UuUltimos 30 minutos de la prueba
determina la sensibilidad a la insulina. Si se requieren
niveles elevados (7.5 mg/min o superiores), el sujeto es
sensible a la insulina. Los niveles muy bajos (4.0 mg/min o
inferiores) indican que el sujeto es resistente a la accidn
de la insulina. Niveles entre 4.0 y 7.5 mg/min no son
concluyentes y sugieren una tolerancia alterada a la glucosa.
La tolerancia alterada la glucosa puede ser una sefial
temprana de la resistencia a la insulina. En el procedimiento
se pueden utilizar marcadores de glucosa, tales como 3-3H
glucosa, 6,6 2H-glucosa o 1-13C glucosa. Se pueden emplear
otras formas radiactivas de glucosa en el contexto de la
investigacioén. Antes del comienzo del periodo
hiperinsulinémico, una venoclisis de 3 horas del marcador
permite determinar la tasa basal de produccidén de glucosa.
Durante el procedimiento de pinzamiento, las concentraciones
plasmaticas del marcador permiten calcular el metabolismo de
la glucosa estimulado por la insulina en todo el cuerpo, asi
como también la produccidén de glucosa por parte del cuerpo

(es decir, la produccidén de glucosa enddbgena) .
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En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para mejorar la resistencia a la
insulina en un sujeto que comprenden administrar al sujeto
un compuesto descrito en la presente. En ciertas
realizaciones, el sujeto tiene resistencia a la insulina. En
ciertas realizaciones, los métodos comprenden seleccionar un
sujeto que tiene resistencia a la insulina. En ciertas
realizaciones, un sujeto que tiene niveles de glucosa en
sangre elevados tiene resistencia a la insulina. En ciertas
realizaciones, un sujeto que tiene diabetes tiene
resistencia a la insulina. En ciertas realizaciones, un
sujeto que tiene diabetes de tipo 2 tiene resistencia a la
insulina. En ciertas realizaciones, un sujeto que tiene
diabetes de tipo 1 tiene resistencia a la insulina.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para reducir la gluconeogénesis en un
sujeto que comprenden administrar al sujeto un compuesto
descrito en la presente. En ciertas realizaciones, el sujeto
tiene una gluconeogénesis elevada. En ciertas realizaciones,
se identifica el sujeto como un sujeto que tiene una
gluconeogénesis elevada. En ciertas realizaciones, la
administracién da como resultado una reduccidédn de la
gluconeogénesis. En ciertas realizaciones, se utiliza una
prueba de tolerancia al piruvato para medir la
gluconeogénesis en un sujeto. En ciertas realizaciones, se
utilizan los niveles de glucosa en sangre para medir la
gluconeogénesis en un sujeto. En ciertas realizaciones, se
mide la tasa de gluconeogénesis en un sujeto. En ciertas
realizaciones, una reduccidén en la gluconeogénesis es una
reduccién en la tasa de gluconeogénesis. En ciertas

realizaciones, se mide la tasa de gluconeogénesis en el
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sujeto antes de la administracién. En ciertas realizaciones,
se mide la tasa de gluconeogénesis en el sujeto después de
la administracién.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para reducir el colesterol en plasma en
un sujeto que comprenden administrar al sujeto un compuesto
descrito en la presente. En ciertas realizaciones, el sujeto
tiene un colesterol en plasma elevado. En ciertas
realizaciones, se identifica el sujeto como un sujeto que
tiene un colesterol en plasma elevado. En ciertas
realizaciones, la administracién reduce el colesterol en
plasma. En ciertas realizaciones, el colesterol en plasma es
colesterol de las LDL en plasma. En ciertas realizaciones,
el colesterol en plasma es colesterol de las VLDL en plasma.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para tratar un trastorno metabdlico en
un sujeto que comprenden administrar al sujeto un compuesto
descrito en la presente. En ciertas realizaciones, el sujeto
padece un trastorno metabdélico. En ciertas realizaciones, se
identifica el sujeto como un sujeto que padece un trastorno
metabdlico. En ciertas realizaciones, un trastorno
metabdélico incluye, sin caracter limitante, prediabetes,
diabetes (incluida la diabetes de tipo 1 o tipo 2), sindrome
metabdlico, obesidad, dislipidemia diabética, hiperglucemia,
hipoglucemia e hiperinsulinemia. En ciertas realizaciones,
al sujeto se le diagnostican uno o mads trastornos metabdlicos.
A un sujeto se le puede diagnosticar un trastorno metabdlico
tras haber realizado pruebas médicas muy conocidas por los
miembros de la profesidén médica.

Las enfermedades por higado graso se asocian a menudo

con trastornos metabdélicos. En ciertas realizaciones, un



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 78 - PCT/US2015/043926

sujeto que padece un trastorno metabdlico padece 1la
enfermedad por higado graso. En ciertas realizaciones, una
enfermedad por higado graso es una enfermedad por higado
graso no alcohdélico (NAFLD). En ciertas realizaciones, una
enfermedad por higado graso es una enfermedad por higado
graso alcohdélico. En ciertas realizaciones, una enfermedad
por higado graso es una esteatohepatitis alcohdlica. En
ciertas realizaciones, una enfermedad por higado graso es
una esteatohepatitis no alcohdbélica (NASH).

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para tratar la enfermedad por higado
graso en un sujeto que comprenden administrar al sujeto un
compuesto descrito en la presente. En ciertas realizaciones,
la enfermedad por higado graso se selecciona entre la
enfermedad ©por higado graso no alcohdlico (NAFLD) ,
enfermedad por higado graso alcohdélico, esteatohepatitis
alcohdélica vy esteatohepatitis no alcohdélica (NASH). En
ciertas realizaciones, la enfermedad por higado graso se
selecciona entre la enfermedad por higado graso no alcohdélico
(NAFLD) vy la esteatohepatitis no alcohdélica (NASH). En
ciertas <realizaciones, en la presente se proporcionan
métodos para tratar a un sujeto que tiene NAFLD y diabetes
de tipo 2. En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para tratar a un sujeto que tiene NASH
y diabetes de tipo 2.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para reducir los triglicéridos
hepadticos gue comprenden administrar al sujeto un compuesto
descrito en la presente. En algunas realizaciones, el sujeto
tiene la enfermedad por higado graso. En ciertas

realizaciones, la enfermedad por higado graso se selecciona
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entre la enfermedad por higado graso no alcohdélico (NAFLD),
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En ciertas realizaciones, el sujeto tiene uno o més
trastornos metabdlicos. En ciertas realizaciones, al sujeto
se le diagnostican uno o méds trastornos metabdlicos. A un
sujeto se le puede diagnosticar un trastorno metabdlico tras
haber realizado pruebas médicas muy conocidas por 1los
miembros de la profesidén médica.

La respuesta del sujeto al tratamiento se puede evaluar
mediante pruebas similares a las utilizadas para
diagnosticar el trastorno metabdlico, incluidas las pruebas
del nivel de glucosa en sangre, las pruebas de tolerancia a
la glucosa vy las pruebas de HbAlc. La respuesta al
tratamiento también se puede evaluar comparando los
resultados de la prueba después del tratamiento con 1los
resultados de la prueba antes del tratamiento.

Las enfermedades por higado graso pueden estar
asociadas con trastornos metabdlicos. En ciertas
realizaciones, una enfermedad por higado graso es una
enfermedad por higado graso no alcohdélico (NAFLD). En ciertas
realizaciones, una enfermedad por higado graso es una
enfermedad por higado graso alcohélico. En ciertas
realizaciones, una enfermedad por higado graso es una
esteatohepatitis alcohdélica. En ciertas realizaciones, una
enfermedad por higado graso es una esteatohepatitis no
alcoh6lica (NASH).

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para tratar la enfermedad por higado
graso en un sujeto que comprenden administrar al sujeto un
compuesto descrito en la presente.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para prevenir una enfermedad por higado

graso en un sujeto que comprenden administrar al sujeto un
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compuesto descrito en la presente. En ciertas realizaciones
de este tipo, el sujeto estd en riesgo de desarrollar una
enfermedad por higado graso.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan métodos para retrasar la aparicién de una
enfermedad por higado graso en un sujeto que comprenden
administrar al sujeto un compuesto descrito en la presente.
En ciertas realizaciones de este tipo, el sujeto estd en
riesgo de desarrollar una enfermedad por higado graso.

Ciertos compuestos y oligonucledtidos modificados y
regiones de oligonucledtidos modificados

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto
que comprende un oligonucledétido modificado que tiene 1la
estructura:

[ocligol]-[x-N]yp—-x-[oligo2].

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto
que comprende un oligonucledtido modificado constituido por
la estructura [0ligol] - [x-N],—x-[oligo2]. En algunas
realizaciones, oligol estd constituido por de 7 a 15
nucledsidos unidos y tiene una secuencia de nucleobases que
es complementaria a la secuencia de nucleobases de miR-103
y/0 miR-107 con no mds de 1 emparejamiento errdneo; o0ligo2
estéd constituido por de 7 a 15 nucledésidos unidos y tiene
una secuencia de nucleobases que es complementaria a la
secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107 con no més
de 1 emparejamiento errdneo; cada x se selecciona
independientemente entre un enlace de tipo fosfodiéster y un
enlace de tipo fosforotioato; cada N se selecciona
independientemente entre un nucledésido modificado y un
nucledésido no modificado; m es un numero entero entre 1 y 5

y al menos una X es un enlace de tipo fosfodiéster. En
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algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado estéa
constituido por de 15 a 32, de 15 a 30, de 15 a 28, de 15 a
26, de 15 a 24 o de 15 a 22 o de 15 a 20 nucledsidos. En
algunas realizaciones, oligol tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria en al menos un 80%, al
menos 90% o en un 100% a la secuencia de nucleobases de miR-
103 y/o miR-107. En algunas realizaciones, oligol tiene una
secuencia de nucleobases que es complementaria en al menos
un 80%, al menos 90% o en un 100% a la secuencia de
nucleobases de miR-103 y miR-107. En algunas realizaciones,
oligol tiene una secuencia de nucleobases que es
complementaria a al menos 6, al menos 7 u 8 nuclebdtidos de
la secuencia seminal de miR-103 y/o miR-107. En algunas
realizaciones, oligol tiene una secuencia de nucleobases que
es complementaria a al menos 6, al menos 7 u 8 nucledtidos
de la secuencia seminal de miR-103 y miR-107. En algunas
realizaciones, 0ligo2 tiene una secuencia de nucleobases que
es complementaria en al menos un 80%, al menos 90% o en un
100% a la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.
En algunas realizaciones, o0ligo2 tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria en al menos un 80%, al
menos 90% o en un 100% a la secuencia de nucleobases de miR-
103 y miR-107. En algunas realizaciones, o0ligo2 tiene una
secuencia de nucleobases que es complementaria a al menos 6,
al menos 7 u 8 nucledtidos de la secuencia seminal de miR-
103 y/o miR-107. En algunas realizaciones, oligo2 tiene una
secuencia de nucleobases que es complementaria a al menos 6,
al menos 7 u 8 nucledtidos de la secuencia seminal de miR-
103 y miR-107.

En algunas realizaciones, al menos 2 x son enlaces de

tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, cada x es un
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enlace de tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, al
menos un N es un nucledésido no modificado. En algunas
realizaciones, al menos un N es un desoxirribonucledésido no
modificado. En algunas realizaciones, al menos un N es un
ribonucledésido no modificado. En algunas realizaciones, cada
N es un nuclebdésido no modificado. En algunas realizaciones,
cada N es un desoxirribonuclebdésido no modificado. En algunas
realizaciones, cada N es un ribonucledésido no modificado. En
algunas realizaciones, m es 1, 2, 3, 4 o 5. En algunas
realizaciones, m es 1, 2 o 3. En algunas realizaciones, m es
1, N es un desoxirribonuclebésido no modificado y cada x es
un enlace de tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, m
es 2, cada N es un desoxirribonucledésido no modificado vy
cada x es un enlace de tipo fosfodiéster.

En algunas realizaciones, oligol y oligo2 tienen la
misma secuencia de nucleobases. En tales realizaciones, el
patrdén y/o numero de modificaciones de nuclebdsidos en oligol
y o0ligo2 pueden ser idénticos o diferentes. En algunas
realizaciones, oligol y oligo2 tienen diferentes secuencias
de nucleobases. En algunas de tales realizaciones, oligol y
0ligo2 pueden tener como diana regiones que se superponen o
gque no se superponen de los microARN.

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto
que comprende un oligonuclebdétido modificado que tiene 1la
estructura:

[0ligol]-[x-N]p—x-[oligo2]- [x-N]p—x-[oligo3].

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto
que comprende un oligonucledétido modificado constituido por
la estructura: [oligol]-[x-N]y,—x-[oligo2]- [x-N],-x-[oligo3].
En algunas realizaciones, oligol estd constituido por de 7

a 15 nucledsidos unidos y tiene una secuencia de nucleobases
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que es complementaria a la secuencia de nucleobases de miR-
103 y/o miR-107 con no mads de 1 emparejamiento errdneo;
0ligo2 esta constituido por de 7 a 15 nucledsidos unidos y
tiene una secuencia de nucleobases que es complementaria a
la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107 con no
mads de 1 emparejamiento errdneo; o0ligo3 estd constituido por
de 7 a 15 nucledsidos unidos y tiene una secuencia de
nucleobases dque es complementaria a la secuencia de
nucleobases de un tercer microARN con no mas de 1
emparejamiento errbneo; cada X se selecciona
independientemente entre un enlace de tipo fosfodiéster y un
enlace de tipo fosforotioato; cada N se selecciona
independientemente entre un nucledsido modificado vy un
nucledésido no modificado; cada m es independientemente un
numero entero entre 1 y 5 y al menos una x es un enlace de
tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, el tercer
microARN es miR-103 y/o miR-107.

En algunas realizaciones al menos una x entre oligol y
0ligo2 es un enlace de tipo fosfodiéster y al menos una x
entre 0ligo2 y o0ligo3 es un enlace de tipo fosfodiéster. En
algunas realizaciones, cada x es un enlace de tipo
fosfodiéster. En algunas realizaciones, el oligonucledtido
modificado estd constituido por de 23 a 55, de 23 a 50, de
23 a 45, de 23 a 40, de 23 a 35, de 23 a 30 o de 23 a 26
nucledsidos. En algunas realizaciones, oligol tiene una
secuencia de nucleobases que es complementaria en al menos
un 80%, al menos 90% o en un 100% a la secuencia de
nucleobases de miR-103 y/o miR-107. En algunas realizaciones,
oligol tiene una secuencia de nucleobases gue es
complementaria a al menos 6, al menos 7 u 8 nucledtidos de

la regidén seminal de miR-103 vy/o miR-107. En algunas
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realizaciones, o0ligo2 tiene una secuencia de nucleobases que
es complementaria en al menos un 80%, al menos 90% o en un
100% a la secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.
En algunas realizaciones, o0ligo2 tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria a al menos 6, al menos 7
u 8 nucledtidos de la regidén seminal de miR-103 y/o miR-107.
En algunas realizaciones, o0ligo3 tiene wuna secuencia de
nucleobases que es complementaria en al menos un 80%, al
menos 90% o en un 100% a la secuencia de nucleobases del
tercer microARN. En algunas realizaciones, o0ligo3 tiene una
secuencia de nucleobases gque es complementaria a al menos 6,
al menos 7 u 8 nucledtidos de la regidn seminal del tercer
microARN.

En algunas realizaciones, al menos 4 x son enlaces de
tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, al menos 2 x
entre oligol y oligo2 son enlaces de tipo fosfodiéster y al
menos 2 x entre oligo2 y o0ligo3 son enlaces de tipo
fosfodiéster. En algunas realizaciones, cada x es un enlace
de tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, al menos un
N es un nuclebdésido no modificado. En algunas realizaciones,
al menos un N entre oligol es un nucledsido no modificado y
al menos un N entre o0ligo2 y o0ligo3 es un nucledsido no
modificado. En algunas realizaciones, cada N es un nucledbsido
no modificado. En algunas realizaciones, cada m se selecciona
independientemente entre 1, 2, 3, 4 vy 5. En algunas
realizaciones, cada m se selecciona independientemente entre
1, 2 o 3. En algunas realizaciones, cada m es 1, cada N es
un desoxirribonucledésido no modificado y cada x es un enlace
de tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, una o ambas
m son 2, cada N es un desoxirribonucledésido no modificado y

cada x es un enlace de tipo fosfodiéster.



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 86 - PCT/US2015/043926

En algunas realizaciones, al menos dos de entre el
primer microARN, el segundo microARN y el tercer microARN,
o todos ellos, son idénticos. En algunas realizaciones, cada
uno de entre el primer microARN, el segundo microARN y el
tercer microARN es diferente a los demds. En algunas
realizaciones, cuando al menos dos de los microARN son
idénticos, los correspondientes oligos tienen la misma
secuencia de nucleobases. En tales realizaciones, el patrén
y/o0 numero de modificaciones de nuclebdésidos en los oligos
con la misma secuencia de nucleobases pueden ser idénticos
o diferentes. En algunas realizaciones, cuando al menos dos
microARN son idénticos, los correspondientes oligos tienen
secuencias de nucleobases diferentes. En algunas de tales
realizaciones, los oligos que tienen como diana el mismo
microARN pueden tener como diana regiones que se superponen
O que no se superponen de los microARN.

En algunas realizaciones, oligol estd constituido por

de 7 a 15 nucledésidos unidos, de 7 a 14 nucledsidos unidos,
de 7 a 13 nucledsidos unidos, de 7 a 12 nucledsidos unidos,
de 7 a 11 nucledsidos unidos, de 7 a 10 nucledsidos unidos,
de 8 a 15 nucledésidos unidos, de 8 a 14 nucledsidos unidos,
de 8 a 13 nucledésidos unidos, de 8 a 12 nucledsidos unidos,
de 8 a 11 nucledsidos unidos o de 8 a 10 nucledsidos unidos.

En algunas realizaciones, oligol estd constituido por 9
nucledsidos unidos. En algunas realizaciones, oligol estéa
constituido por 10 nucledésidos unidos.

En algunas realizaciones, oligol comprende al menos un
nucledésido con un resto de tipo azlcar modificado. En algunas
realizaciones, oligol comprende al menos un nucledsido con
un resto de tipo azGcar no modificado. En algunas

realizaciones, oligol comprende una pluralidad de
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nucledsidos con resto de tipo azlcar modificado y wuna
pluralidad de nuclebésidos con un resto de tipo azlcar no
modificado. En algunas realizaciones, al menos 4, al menos
5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos de oligol
tienen un resto de tipo aztcar modificado. En algunas
realizaciones, cada nucledésido de oligol tiene un resto de
tipo azucar modificado. En algunas realizaciones, cada
nucledsido modificado se selecciona independientemente entre
un resto de tipo 2'-O-metilaztcar, un resto de tipo 2'-0-
metoxietilaztcar, un resto de tipo 2-fluoroazlcar y un resto
de tipo azucar biciclico. En algunas realizaciones, cada
resto de tipo azucar biciclico se selecciona
independientemente entre un resto de tipo azucar cEt y un
resto de tipo azlcar LNA. En algunas realizaciones, cada
resto de tipo azicar no modificado se selecciona
independientemente entre una [(-D-desoxirribosa y una p-D-
ribosa. En algunas realizaciones, oligol comprende al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos
biciclicos. En algunas realizaciones, oligol comprende al
menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 cEt.
En algunas realizaciones, oligol comprende al menos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 LNA. En algunas
realizaciones, oligol esta constituido por 10 nucledsidos
biciclicos unidos. En algunas de tales realizaciones, cada
nucledsido biciclico se selecciona independientemente entre
cEt y LNA. En algunas realizaciones, cada nuclebsido
biciclico es cEt.

En algunas realizaciones, o0ligo2 estd constituido por
de 7 a 15 nucledbdsidos unidos, de 7 a 14 nucledsidos unidos,
de 7 a 13 nucledsidos unidos, de 7 a 12 nucledsidos unidos,

de 7 a 11 nucledsidos unidos, de 7 a 10 nucledsidos unidos,
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de 8 a 15 nucledésidos unidos, de 8 a 14 nucledsidos unidos,
de 8 a 13 nucledsidos unidos, de 8 a 12 nucledsidos unidos,
de 8 a 11 nucledsidos unidos o de 8 a 10 nucledsidos unidos.
En algunas realizaciones, o0ligo2 estd constituido por 9
nucledsidos unidos. En algunas realizaciones, oligo2 esté
constituido por 10 nucledésidos unidos.

En algunas realizaciones, o0ligo2 comprende al menos un
nucledsido con un resto de tipo azlcar modificado. En algunas
realizaciones, 0ligo2 comprende al menos un nucledsido con
un resto de tipo azlcar no modificado. En algunas
realizaciones, oligo2 comprende una pluralidad de
nucledsidos con un resto de tipo azlUcar modificado y una
pluralidad de nucledésidos con un resto de tipo aztcar no
modificado. En algunas realizaciones, al menos 4, al menos
5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos de oligo2
tienen un resto de tipo aztcar modificado. En algunas
realizaciones, cada nucledsido de o0ligo2 tiene un resto de
tipo azucar modificado. En algunas realizaciones, cada
nucledsido modificado se selecciona independientemente entre
un resto de tipo 2'-O-metilazlcar, un resto de tipo 2'-0-
metoxietilaztcar, un resto de tipo 2-fluoroazlcar y un resto
de tipo azlcar biciclico. En algunas realizaciones, cada
resto de tipo azucar biciclico se selecciona
independientemente entre un resto de tipo azucar cEt y un
resto de tipo aztcar LNA. En algunas realizaciones, cada
resto de tipo azlacar no modificado se selecciona
independientemente entre una p-D-desoxirribosa y una p-D-
ribosa. En algunas realizaciones, o0ligo2 comprende al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos
biciclicos. En algunas realizaciones, o0ligo2 comprende al

menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 cEt.
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En algunas realizaciones, o0ligo2 comprende al menos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 LNA. En algunas
realizaciones, o0ligo2 estd constituido por 10 nucledsidos
biciclicos unidos. En algunas de tales realizaciones, cada
nucledsido biciclico se selecciona independientemente entre
cEt y LNA. En algunas realizaciones, cada nucledsido
biciclico es cEt. En algunas realizaciones, oligol y oligo2
tienen la misma secuencia de nucleobases y cada uno esté
constituido por 10 nucledbdbsidos cEt unidos.

En algunas realizaciones, 0ligo3 estd constituido por

de 7 a 15 nucledésidos unidos, de 7 a 14 nucledbsidos unidos,
de 7 a 13 nucledbdsidos unidos, de 7 a 12 nucledsidos unidos,
de 7 a 11 nucledésidos unidos, de 7 a 10 nucledsidos unidos,
de 8 a 15 nucledésidos unidos, de 8 a 14 nucledsidos unidos,
de 8 a 13 nucledésidos unidos, de 8 a 12 nucledsidos unidos,
de 8 a 11 nucledsidos unidos o de 8 a 10 nucledsidos unidos.

En algunas realizaciones, o0ligo3 comprende al menos un
nucledsido con un resto de tipo azlcar modificado. En algunas
realizaciones, 0ligo3 comprende al menos un nucledsido con
un resto de tipo azlGcar no modificado. En algunas
realizaciones, oligo3 comprende una pluralidad de
nucledsidos con un resto de tipo azlUcar modificado y una
pluralidad de nuclebésidos con un resto de tipo aztcar no
modificado. En algunas realizaciones, al menos 4, al menos
5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 nuclebdsidos de o0ligo3
tienen un resto de tipo aztcar modificado. En algunas
realizaciones, cada nucledésido de o0ligo3 tiene un resto de
tipo azucar modificado. En algunas realizaciones, cada
nucledsido modificado se selecciona independientemente entre
un resto de tipo 2'-O-metilazlcar, un resto de tipo 2'-0-

metoxietilaztcar, un resto de tipo 2-fluoroazlcar y un resto
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de tipo azutcar biciclico. En algunas realizaciones, cada
resto de tipo azucar biciclico se selecciona
independientemente entre un resto de tipo azltcar cEt y un
resto de tipo aztcar LNA. En algunas realizaciones, cada
resto de tipo azlacar no modificado se selecciona
independientemente entre una p-D-desoxirribosa y una p-D-
ribosa. En algunas realizaciones, 0ligo3 comprende al menos
4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 nucledsidos
biciclicos. En algunas realizaciones, o0ligo3 comprende al
menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 cEt.
En algunas realizaciones, o0ligo3 comprende al menos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 LNA.

En algunas realizaciones, cada uno del primer microARN
y el segundo microARN vy, cuando esté presente, el tercer
microARN, es miR-103/107. En algunas realizaciones, oligol
y/u o0ligo2 tienen la secuencia de nucleobases 5'-CAAUGCUGCA-
3'" (SEQ ID NO: 6). En algunas realizaciones, cada uno de
oligo 1 y oligo2 tiene la secuencia de nucleobases 5'-
CAAUGCUGCA-3' (SEQ ID NO: 6). En algunas realizaciones, el
compuesto comprende un oligonucledétido modificado que estéa
constituido por la secuencia 5'-
CsAsAsUsGsCsUsGsCsAsAACsAsAsUsGsCsUsGsCsAs—3! (SEQ ID NO: 7)),
donde o0ligol es 5'-CsAsAsUsGsCsUsGsCsAs—-3"' (SEQ ID NO: 6), donde
01igo2 es 5'-CgAgAsUsGsCsUsGsCsAs—3"' (SEQ ID NO: 6), y oligol y
0ligo2 estédn unidos por AA, donde cada nucledsido seguido
por un subindice “S” es un nuclebdésido S-cEt y cada nucledbdsido
no seguido por un subindice es un desoxinucledbsido.

En algunas realizaciones, oligol y/u oligo2 tienen la
secuencia de nucleobases 5'-CAAUGCUGCC-3' (SEQ ID NO: 8). En
algunas realizaciones, cada uno de oligo 1 y oligo2 tiene la

secuencia de nucleobases 5'-CAAUGCUGCC' (SEQ ID NO: 8). En
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algunas realizaciones, el compuesto comprende un
oligonucleétido modificado que estd constituido por 1la
secuencia 5'-CgAsAsUsGsCsUsGsCsCsAACSASASUsGsCsUsGsCsCs—3 "' (SEQ ID
NO: 9), donde oligol es 5'-CsAsAsUsGsCsUsGsCsCs—3"' (SEQ ID NO:
8), donde 0ligo2 es 5'-CgAsAsUsGsCsUsGsCsCs—3' (SEQ ID NO: 8),
y oligol y o0ligo2 estan unidos por AA, donde cada nucledsido
seguido por un subindice “S” es un nucledésido S-cEt y cada
nucledsido no seguido por un subindice es un
desoxinuclebdésido. En algunas realizaciones, oligol vy/u
oligo2 tienen la secuencia de nucleobases 5'-CAAUGCUGCG-3'
(SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones, cada uno de oligo
1 y oligo2 tiene la secuencia de nucleobases 5'-CAAUGCUGCAG-
3'" (SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones, el compuesto
comprende un oligonucledtido modificado que esta constituido
por la secuencia 5'-CgAsAsUsGsCsUsGsCsGsAACsAsAsUsGsCsUsGsCsGs—3"
(SEQ ID NO: 11), donde oligol es 5'-CsAsAsUsGsCsUsGsCsGs—3"' (SEQ
ID NO: 10), oligo2 es 5'"-CsAsAsUsGsCsUsGsCsGs—3"' (SEQ ID NO:
10), y oligol y oligo2 estan unidos por AA, donde cada
nucledésido seguido por un subindice “S” es un nucledsido S-
cEt y cada nucledsido no seguido por un subindice es un
desoxinucledsido.

En algunas realizaciones, los enlaces
internucleosidicos entre el extremo 3’ de oligol y el
conector AA y entre el conector AA y el extremo 5’ del oligo?2
son enlaces 1internucleosidicos de tipo fosfodiéster. En
algunas realizaciones, el enlace internucleosidico entre las
A del conector AA es también un enlace internucleosidico de
tipo fosfodiéster. En algunas realizaciones, todos 1los
enlaces internucleosidicos entre los nucledsidos dentro de
oligol y o0ligo2 son enlaces de tipo fosforoticato (es decir,

todos los enlaces internucleosidicos entre dos nucledsidos
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de tipo S-cEt son enlaces de tipo fosforotioato). En algunas
realizaciones, el extremo 3’ de oligo 2 estd enlazado con un
resto conjugado mediante un conector. En algunas
realizaciones, el resto conjugado es GalNAc. En algunas
realizaciones, el conector es un conector AA, donde cada A
es una desoxiadenosina y los enlaces internucleosidicos
entre oligo2 y el conector, y entre las A del conector AA,
y entre el conector y el resto conjugado, son enlaces de
tipo fosfodiéster.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobases
de una regidén (es decir, oligol, oligo2 u oligo3 en 1las
estructuras que se muestran en la presente) de un
oligonucledétido modificado es complementaria en al menos un
80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 91%, al
menos un 92%, al menos un 95%, al menos un 96% o en un 100%
a la secuencia de nucleobases del ARN diana. En ciertas
realizaciones, una regidén (es decir, oligol, oligo2 u oligo3
en las estructuras que se muestran en la presente) de un
oligonucledétido modificado es complementaria en al menos un
90%, al menos un 93%, al menos un 94%, al menos un 95% o en
un 100% a la secuencia de ARN diana.

En ciertas realizaciones, una regidén (es decir, oligol,
0ligo2 u o0ligo3 en las estructuras que se muestran en la
presente) de un oligonucledétido modificado comprende al
menos un nucledésido con un resto de tipo azlUcar modificado.
En ciertas realizaciones, una regidén (es decir, oligol,
0ligo2 u o0ligo3 en las estructuras que se muestran en la
presente) de un oligonucledétido modificado comprende una
pluralidad de nucledésidos no biciclicos y una pluralidad de

nucledsidos biciclicos.
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En ciertas realizaciones, al menos un 70% de 1los
nucledsidos de una regidén (es decir, oligol, oligo2 u oligo3
en las estructuras que se muestran en la presente) de un
oligonucleétido modificado comprenden un resto de tipo
azucar modificado. En ciertas realizaciones, al menos un 80%
de los nuclebésidos de una regidédn (es decir, oligol, oligo?2
u oligo3 en las estructuras gque se muestran en la presente)
de un oligonucledtido modificado comprenden un resto de tipo
azlcar modificado. En ciertas realizaciones, al menos un 90%
de los nuclebdsidos de una regidén (es decir, oligol, oligo2
u oligo3 en las estructuras que se muestran en la presente)
de un oligonucledtido modificado comprenden un resto de tipo
azlcar modificado. En ciertas realizaciones, al menos un 95%
de los nuclebdsidos de una regidén (es decir, oligol, oligo2
u o0ligo3 en las estructuras que se muestran en la presente)
de un oligonucledtido modificado comprenden un resto de tipo
azucar modificado. En algunas realizaciones, un 100% de los
nucledsidos de una regidén (es decir, oligol, oligo2 u oligo3
en las estructuras que se muestran en la presente) de un
oligonucledétido modificado comprenden un resto de tipo
azucar modificado. En ciertas realizaciones, un 100% de los
nucledsidos de una regidén (es decir, oligol, oligo2 u oligo3
en las estructuras que se muestran en la presente) de un
oligonucledétido modificado son nucledsidos biciclicos. En
algunas realizaciones, un 100% de los nuclebdésidos de una
regién (es decir, oligol, 0ligo2 u oligo3 en las estructuras
que se muestran en la presente) de un oligonucledtido
modificado son nuclebdésidos cEt.

En ciertas realizaciones, al menos dos nucledsidos
biciclicos comprenden restos de tipo azlcar gue son

diferentes entre si. En ciertas realizaciones, cada
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nucledsido biciclico tiene el mismo tipo de resto de tipo
azlcar. En ciertas realizaciones, al menos dos nucledsidos
no biciclicos comprenden restos de tipo azlcar dgue son
diferentes entre si. En ciertas realizaciones, cada
nucledsido no biciclico tiene el mismo tipo de resto de tipo
azlucar.

En ciertas realizaciones, cada nucledsido no biciclico
se selecciona independientemente entre un B-D-
desoxirribonucledbsido, un B-D-ribonucledsido, un 2’ -0-
metilnuclebdsido, un 2’'-O-metoxietilnucledésido y un 2'-
fluoronucledsido. En ciertas realizaciones, cada nucledsido
no biciclico se selecciona independientemente entre un [(-D-
desoxirribonucledsido y un 2’'-O-metoxietilnucledsido. En
ciertas realizaciones, cada nucledsido no biciclico es un B-
D-desoxirribonucledsido.

En ciertas realizaciones, el nucledésido Dbiciclico se
selecciona entre un nucledsido cEt, un nucledsido LNA y un
nucledésido ENA. En cilertas realizaciones, el nucledsido cEt
es un nucledésido S-cEt. En ciertas realizaciones, el
nucledsido cEt es un nucledsido R-cEt.

En ciertas realizaciones, una regidén (es decir, oligol,
o0ligo2 u o0ligo3 en las estructuras que se muestran en la
presente) del oligonucledétido modificado comprende una
pluralidad de nucledésidos modificados y una pluralidad de B-
D-desoxirribonucledsidos, donde cada B-D-
desoxirribonuclebdésido puede comprender una nucleobase
modificada o no modificada. En ciertas realizaciones, una
regién (es decir, oligol, o0ligo2 u o0ligo3 en las estructuras
que se muestran en la presente) del oligonucledbtido
modificado es un gdpmero. En ciertas realizaciones, el resto

de tipo azucar de cada nucledsido es un resto de tipo azlcar
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modificado. En ciertas realizaciones, un nucledsido
modificado es un 2-O-metoxietilnucledésido. En ciertas
realizaciones, un nucledsido modificado es un nucledsido S-
cEt.

En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
que comprende dos regiones (es decir, que comprende oligol
y oligo2 en las estructuras que se muestran en la presente)
estd constituido por 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 o 32 nucledésidos unidos. En
algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 15 a 32 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 15 a 30 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 15 a 28 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 15 a 26 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 15 a 24 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledtido modificado estéa
constituido por de 15 a 22 nuclebdésidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledtido modificado esté

constituido por de 15 a 20 nucledbdsidos unidos. En algunas

realizaciones, el oligonucledtido modificado esté
constituido por 22 nucledsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado estéa

constituido por 24 nucledésidos unidos.

En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
que comprende tres regiones (es decir, que comprende oligol,
oligo2 y o0ligo3 en las estructuras que se muestran en la

presente) estd constituido por 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
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30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
45, 4¢, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54 o 55 nucledsidos
unidos. En algunas realizaciones, el oligonucledétido

modificado estéd constituido por de 23 a 55 nucledbdsidos unidos.

En algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado esté

constituido por de 23 a 50 nucledbésidos unidos.

En algunas

realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 24 a 45 nucledbdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 23 a 40 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 23 a 35 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
constituido por de 23 a 30 nuclebdsidos unidos. En algunas
realizaciones, el oligonucledétido modificado esta

constituido por de 23 a 26 nucledsidos unidos.

En ciertas realizaciones, una regidn (es decir, oligol,

o0ligo2 u o0ligo3 en las estructuras que se muestran en la

presente) de un oligonucledétido modificado estéd constituida

por de 7 a 15 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,

regién de un oligonucledtido modificado estd constituida

de 7 a 14

una

por nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones,

regién de un oligonucledtido modificado estd constituida

de 7 a 13

una

por nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones,

regién de un oligonucledtido modificado estd constituida

de 7 a 12

una

por nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones,

regién de un oligonucledtido modificado estd constituida

de 7 a 11

una

por nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones,

una regién de un oligonucledtido modificado estd constituida

por de 7 a 10 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,

una regidén de un oligonucledtido modificado estd constituida
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por de 8 a 15 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,
una regidén de un oligonucledtido modificado estd constituida
por de 8 a 14 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,
una regidén de un oligonucledtido modificado estd constituida
por de 8 a 13 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,
una regidén de un oligonucledétido modificado estd constituida
por de 8 a 12 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,
una regidén de un oligonucledtido modificado estd constituida
por de 8 a 11 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,
una regidén de un oligonucledtido modificado estd constituida
por de 8 a 10 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones,
una regidén de un oligonucledtido modificado estd constituida
por 7 nuclebdsidos unidos. En ciertas realizaciones, una
regidén de un oligonucledtido modificado estad constituida por
8 nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidn
de un oligonucledétido modificado estd constituida por 9
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidn de
un oligonucledétido modificado estd constituida por 10
nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidén de
un oligonucleétido modificado estd constituida por 11
nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidén de
un oligonucledétido modificado estd constituida por 12
nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidén de
un oligonuclebétido modificado estd constituida por 13
nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidén de
un oligonuclebétido modificado estd constituida por 14
nucledésidos unidos. En ciertas realizaciones, una regidén de
un oligonuclebétido modificado estd constituida por 15
nucledésidos unidos.

En ciertas realizaciones, al menos un enlace

internucleosidico de una regidén (es decir, oligol, oligo?2
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y/u o0ligo3) de un oligonucledétido modificado es un enlace
internucleosidico modificado. En ciertas realizaciones, cada
enlace internucleosidico de una regién (es decir, oligol,
0ligo2 y/u o0ligo3) de un oligonucledétido modificado es un
enlace internucleosidico modificado. En ciertas
realizaciones, el enlace internucleosidico modificado es un
enlace internucleosidico de tipo fosforotiocato. En ciertas
realizaciones, al menos un nucledsido de un oligonucledtido
modificado comprende una nucleobase modificada. En ciertas
realizaciones, al menos una pirimidina del oligonucledétido
modificado comprende un  grupo S-metilo. En ciertas
realizaciones, al menos un nucledsido de un oligonucledtido
modificado comprende una S-metilcitosina. En ciertas
realizaciones, cada citosina de un oligonucledétido
modificado es una 5’-metilcitosina.

En ciertas realizaciones, cuando una regidén (es decir,
oligol, o0ligo2 y/u oligo3 de las estructuras que se muestra
en la presente) de un oligonucledtido modificado tiene una
longitud de entre 7 y 12 nucledsidos unidos, cada nucledsido
del oligonucledétido modificado comprende un resto de tipo
azucar modificado. En cilertas realizaciones, cuando una
regién de un oligonuclebdétido modificado tiene una longitud
de entre 7 y 10 nucledsidos unidos, cada nucledbdsido del
oligonucledétido modificado comprende un resto de tipo azucar
modificado. En ciertas realizaciones, cuando una regidén de
un oligonucledétido modificado tiene entre 8 y 12 nucledsidos
unidos, cada nucledésido del oligonucledétido modificado
comprende un resto de tipo azucar modificado.

En ciertas realizaciones, una regién de un
oligonucledétido modificado esté constituida por 7

nucledsidos wunidos, donde cada nuclebdésido de 1la regidn
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comprende un resto de tipo aztcar modificado. En ciertas
realizaciones, una regidén de un oligonucledtido modificado
estd constituida por 8 nucledésidos unidos, donde cada
nucledsido de la regidén comprende un resto de tipo azucar
modificado. En ciertas realizaciones, una regidén de un
oligonucledétido modificado esta constituida por 9
nucledsidos unidos, donde cada nucledésido de 1la regidn
comprende un resto de tipo azlcar modificado. En ciertas
realizaciones, una regién de un oligonucledtido modificado
estd constituida por 10 nucledsidos unidos, donde cada
nucledsido de la regidn comprende un resto de tipo azucar
modificado. En ciertas realizaciones, una regidén de un
oligonucledtido modificado esta constituida por 11
nucledsidos wunidos, donde cada nucledsido de la regidn
comprende un resto de tipo azlcar modificado. En ciertas
realizaciones, una regién de un oligonucledtido modificado
estd constituida por 12 nucledsidos unidos, donde cada
nucledsido de la regidn comprende un resto de tipo azucar
modificado. En cilertas realizaciones, cada nucledsido de la
regién comprende un resto de tipo azucar biciclico. En
ciertas realizaciones, el resto de tipo azlUcar biciclico es
un resto de tipo azlcar cEt. En ciertas realizaciones, el
resto de tipo azlcar cEt es un resto de tipo azucar S-cEt.
En ciertas realizaciones, el resto de tipo azucar biciclico
es un resto de tipo aztucar LNA.

En ciertas realizaciones, una regioén de un
oligonucleétido modificado estd totalmente modificada. En
ciertas realizaciones, una regién totalmente modificada de
un oligonucledétido comprende una modificacidén en el azlcar
en cada nucledésido. En ciertas realizaciones, una regidn

totalmente modificada de un oligonucledétido comprende al
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menos un enlace internucleosidico modificado. En ciertas
realizaciones, una regidén totalmente modificada de un
oligonucledétido comprende una modificacidédn en el azlcar en
cada nucledsido y cada enlace internucleosidico es un enlace
internucleosidico modificado. En ciertas realizaciones, una
regién totalmente modificada de un oligonucledbdétido comprende
una modificacidén en el azucar en cada nucledsido y comprende
al menos un enlace internucleosidico de tipo fosforotioato.
En ciertas realizaciones, una regidén totalmente modificada
de un oligonucledétido comprende una modificacidén en el azucar
en cada nucledésido y cada enlace internucleosidico es un
enlace internucleosidico de tipo fosforoticato. En ciertas
realizaciones, cada nucledésido de una regidén totalmente
modificada de un oligonucledtido comprende el mismo resto de
tipo aztcar modificado.

En ciertas realizaciones, una regidn de un
oligonucledtido modificado es un oligonucledétido
uniformemente modificado. En ciertas realizaciones, cada
nucledésido de una regidén uniformemente modificada de un
oligonucledétido comprende el mismo resto modificado de tipo
azucar. En ciertas realizaciones, cada enlace
internucleosidico de una regidén uniformemente modificada de
un oligonucledétido comprende el mismo enlace
internucleotidico modificado.

En ciertas realizaciones, una regién de un
oligonucledétido modificado es un gapmero.

En ciertas realizaciones, en la presente se
proporcionan compuestos que comprenden un oligonucledbdtido
modificado constituido por una regidén Unica de 8 a 25
nucledésidos unidos, donde la secuencia de nucleobases de la

regién unica es complementaria a miR-103 y/o miR-107 y donde
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el compuesto comprende un resto conjugado unido al extremo
5’ o al extremo 3’ del oligonucledtido modificado y donde el
resto conjugado comprende un ligando que mejora la captacidn
celular en una célula hepatica. En ciertas realizaciones, en
la presente se proporcionan compuestos que comprenden un
modificado constituido

oligonucledétido por de 8 a 25

nucledésidos unidos, donde la secuencia de nucleobases del
oligonucledétido modificado es complementaria a miR-103 y/o
miR-107 y donde el compuesto comprende un resto conjugado
unido al extremo 5’ o al extremo 3’ del oligonucledtido
modificado y donde el resto conjugado comprende un ligando

que mejora la captacidédn celular en una célula hepatica. En

ciertas realizaciones, el resto conjugado comprende un
ligando que tiene afinidad por el receptor de
asialoglucoproteinas. En ciertas realizaciones, el ligando
se selecciona entre N-acetilgalactosamina, galactosa,
galactosamina, N-formilgalactosamina, N-

propionilgalactosamina, N-n-butanoilgalactosamina y N-

isobutanoilgalactosamina. En ciertas realizaciones, un

oligonucledétido modificado estd constituido por de 8 a 25

nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un

oligonucledétido modificado

estd constituido por de 12 a 25

nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido modificado estd constituido por de 15 30
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido modificado estd constituido por de 15 25
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido modificado estd constituido por de 15 19
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido modificado estd constituido por de 15 16
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un
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oligonucledétido modificado estd constituido por de 19 a 24
nucledsidos unidos. En ciertas realizaciones, un
oligonucledétido modificado estd constituido por de 21 a 24
nucledsidos unidos.

En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobases
de la regidén UGnica tiene al menos un 90%, al menos 95% o un
100% de complementariedad con la secuencia de nucleobases de
miR-103 y/o miR-107. En ciertas realizaciones, la secuencia
de nucleobases del oligonucledétido modificado tiene al menos
un 90%, al menos 95% o un 100% de complementariedad con la
secuencia de nucleobases de miR-103 y/o miR-107.

En ciertas realizaciones, el oligonucledétido modificado
que estd constituido por una regidn Unica tiene al menos un
resto de tipo azlcar modificado, al menos un enlace
internucleosidico modificado y/o al menos una nucleobase
modificada, pudiéndose seleccionar cada uno de los cuales
entre cualquiera de los descritos en la presente. En ciertas
realizaciones, el oligonucledétido modificado tiene al menos
un resto de tipo azucar modificado, al menos un enlace
internucleosidico modificado y/o al menos una nucleobase
modificada, pudiéndose seleccionar cada uno de los cuales
entre cualquiera de los descritos en la presente. El resto
conjugado se puede seleccionar entre cualgquiera de las
estructuras descritas en la presente.

Ciertos compuestos conjugados

En ciertas realizaciones, un compuesto proporcionado en
la presente comprende un resto conjugado unido al extremo 5’
o al extremo 3’ de un oligonucledétido modificado. En ciertas
realizaciones, el compuesto comprende un resto conjugado
unido al extremo 3’ de un oligonucledétido modificado. En

ciertas realizaciones, el compuesto comprende un resto



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 103 - PCT/US2015/043926

conjugado unido al extremo 5’ de un oligonucledétido
modificado. En ciertas realizaciones, el compuesto comprende
un primer resto conjugado unido a un extremo 3’ del
oligonuclebétido modificado y un segundo resto conjugado
unido al extremo 5’ de un oligonucledétido modificado.

En ciertas realizaciones, un resto conjugado comprende
al menos un ligando seleccionado entre un carbohidrato,
colesterol, un lipido, un fosfolipido, un anticuerpo, una
lipoproteina, una hormona, un péptido, una vitamina, un
esteroide o un lipido catidnico.

Los ligandos se pueden enlazar covalentemente a un
oligonucledtido modificado mediante cualgquier conector
adecuado. En la técnica existe constancia de diversos
conectores y cilertos conectores no limitantes a modo de
ejemplo se describen en, p. ej., la publicacidédn PCT N.° WO
2013/033230 y la patente de EE. UU. N.° 8 106 022 B2. En
algunas realizaciones, se puede seleccionar un conector que
sea resistente a la escisidén enzimatica in vivo. En algunas
realizaciones, se puede seleccionar un conector gue sea
resistente a la escisidén hidrolitica in vivo. En algunas
realizaciones, se puede seleccionar un conector qgue
experimente escisidédn enzimatica in vivo. En algunas
realizaciones, se puede seleccionar un conector qgue
experimente escisidén hidrolitica in vivo.

En ciertas realizaciones, un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado conjugado descrito en la presente
tiene la estructura:

L—Xl—Nm—Xz—OM,‘

donde cada L es un ligando; N de Np es,
independientemente, un nuclebdsido modificado o no modificado

y m estd comprendida entre 1 y 5; X; y X, son cada uno,
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independientemente, un enlace de tipo fosfodiéster o un
enlace de tipo fosforotioato; y OM es un oligonucledtido
modificado. En ciertas realizaciones, m es 1. En ciertas
realizaciones, m es 2. En ciertas realizaciones, m es 2, 3,
4 o 5. En ciertas realizaciones, m es 3, 4 o 5. En ciertas
realizaciones, cuando m es superior a 1, cada nuclebsido
modificado o no modificado de N, puede estar conectado a
nucledsidos adyacentes modificados o no modificados de Ny
mediante un enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster o
un enlace internucleosidico de tipo fosforoticato. En
ciertas realizaciones, m es 1 y X; y X, son cada uno un
fosfodiéster.

En ciertas realizaciones, un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado conjugado descrito en la presente
tiene la estructura A:

L,—-conector-0OM;

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 y 10; y OM es un oligonucledtido
modificado.

En ciertas realizaciones, un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado conjugado descrito en la presente
tiene la estructura B:

Lp—conector—-X;-Ny—X;-0M;

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 'y 10; cada N de N, es,
independientemente, un nuclebdésido modificado o no modificado
y m estd comprendida entre 1 y 5; X; y X, son cada uno,
independientemente, un enlace de tipo fosfodiéster o un
enlace de tipo fosforotioato; y OM es un oligonucledétido
modificado. En ciertas realizaciones, m es 1. En ciertas

realizaciones, m es 2. En ciertas realizaciones, m es 3, 4
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o 5. En ciertas realizaciones, m es 2, 3, 4 o 5. En ciertas
realizaciones, cuando m es superior a 1, cada nuclebsido
modificado o no modificado de N, puede estar conectado a
nucledsidos adyacentes modificados o no modificados de Ny
mediante un enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster o
un enlace internucleosidico de tipo fosforotioato.

En ciertas realizaciones, un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado conjugado descrito en la presente
que tiene la estructura C:

Ly,—-conector—-X-N,—-Y-MO;

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 'y 10; cada N de N, es,
independientemente, un nuclebdésido modificado o no modificado
y m estd comprendida entre 1 y 5; X es un enlace de tipo
fosfodiéster o un enlace de tipo fosforotioato; Y es un
enlace de tipo fosfodiéster; y OM es un oligonucledtido
modificado. En ciertas realizaciones, m es 1. En ciertas
realizaciones, m es 2. En ciertas realizaciones, m es 3, 4
o 5. En ciertas realizaciones, m es 2, 3, 4 o 5. En ciertas
realizaciones, cuando m es superior a 1, cada nuclebsido
modificado o no modificado de N, puede estar conectado a
nucledsidos adyacentes modificados o no modificados de N
mediante un enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster o
un enlace internucleosidico de tipo fosforotioato.

En ciertas realizaciones, un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado conjugado descrito en la presente
tiene la estructura D:

Lp,—-conector-Y-Np,—Y-OM;

donde cada L es, independientemente, un ligando y n
estd comprendida entre 1 'y 10; cada N de N, es,

independientemente, un nuclebdésido modificado o no modificado
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y m estd comprendida entre 1 y 5; cada Y es un enlace de
tipo fosfodiéster; y OM es un oligonucledétido modificado. En
ciertas realizaciones, m es 1. En ciertas realizaciones, m
es 2. En ciertas realizaciones, m es 3, 4 o 5. En ciertas
realizaciones, m es 2, 3, 4 o 5. En ciertas realizaciones,
cuando m es superior a 1, cada nucledésido modificado o no
modificado de N, puede estar conectado a nucledsidos
adyacentes modificados o no modificados de N, mediante un
enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster o un enlace
internucleosidico de tipo fosforotioato.

En ciertas realizaciones, cuando n es superior a 1, el
conector comprende un esqueleto capaz de unir mas de un L al
resto del compuesto (es decir, al oligonucledétido modificado
(OM), a X;-Np-X,-MO, a X-N,—-Y-MO, etc.). En algunas de tales
realizaciones, la porcidn L,-conector del compuesto (tal como
un compuesto de estructura A, B, C o D) comprende la

estructura E:

SN
n

donde cada L es, independientemente, un ligando; n estéa
comprendida entre 1 y 10; S es un esqueleto; y Q' y Q” son,
independientemente, grupos conectores.

En algunas realizaciones, cada Q' y Q” se selecciona
independientemente entre un péptido, un éter,
polietilenglicol, un alquilo, un alquilo C;-Cyp, un alquilo
C1—-Cy9 sustituido, un alquenilo C,-Cyo, un alquenilo Cy-Cyg
sustituido, un alquinilo C,-Cyo, un alquinilo C,—Cyo
sustituido, un alcoxi C1-Cyy, un alcoxi C;-Cyg sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4— (N-maleimidometil) ciclohexano-1-

carboxilato de succinimidilo y &cido 6-aminohexanoico.
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En algunas realizaciones, un esqueleto es capaz de unir
2, 3, 4 o 5 ligandos a un oligonucledétido modificado. En
algunas realizaciones, un esqueleto es capaz de unir 3
ligandos a un oligonucledétido modificado.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo es la

estructura E (1) :

NR;Q'sL
L,Q',R,N o
RN NR;Q'sLs
o)
Qll

donde I1;, L, y Ls3 son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'1, Q'2, Q's y Q” son cada uno, independientemente,
un grupo conector; vy Ri, Rz, R3 y Rqs se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, alquilo C;-C¢ y algquilo C;-Cg
sustituido.

En algunas realizaciones, Q';, Q',, Q's y Q" se
seleccionan cada uno, independientemente, entre un péptido,
un éter, polietilenglicol, un alquilo, un alquilo Ci;-Czg, un
alquilo C;-Cy¢ sustituido, un alquenilo C,-Cyp, un alquenilo
C,-Cy9 sustituido, un alquinilo C,;-Cyo, un algquinilo Cy-Cyg
sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cy9 sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4- (N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y acido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri;, Rz, R3 y Rs se seleccionan cada

uno, independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
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isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, Ri, Rz, R3 vy
R, se seleccionan cada uno entre H y metilo.
Una estructura E no limitante a modo de ejemplo

adicional es la estructura E(ii) :

oQ,L,
"QR4N
0Q'sL5

donde I1;, L, y Ls3 son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'1, Q'2, Q's y Q” son cada uno, independientemente,
un grupo conector; y R; se selecciona entre H, algquilo C;-Cg
y alquilo C;-C¢ sustituido.

En algunas realizaciones, Q'i, Q',, Q's y Q" se
seleccionan cada uno, independientemente, entre un péptido,
un éter, polietilenglicol, un alquilo, un alquilo Ci;-Czg, un
alquilo C;-Cy¢ sustituido, un alquenilo C,-C,p, un alquenilo
C,-Cyp sustituido, un algquinilo C,;-Czp, un alquinilo C,-Cyo
sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cy9 sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4- (N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y acido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, R; se selecciona entre H, metilo,
etilo, propilo, isopropilo y butilo. En algunas
realizaciones, R; es H o metilo.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo

adicional es la estructura E(iii) :
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o)
NR;Q'sL
o)
NR,Q',L
NR5 2% 212
o)
NR;Q'sL3
"QR4N
o)

donde I1;, L, y L3 son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'1, Q'2, Q's y Q” son cada uno, independientemente,
un grupo conector; vy Ri, Rz, R3, Rgs v Rs se seleccionan cada
uno, independientemente, entre H, alquilo C;-C¢ y alquilo C;-
Ce sustituido.

En algunas realizaciones, Q';y, Q's, Q's y Q" se
seleccionan cada uno, independientemente, entre un péptido,
un éter, polietilenglicol, un alquilo, un algquilo Ci;-Czg, un
alquilo C;-Cyo sustituido, un alquenilo C,-Cyg, un algquenilo
C,-Cyp sustituido, un algquinilo C,;-Cyp, un alquinilo C,-Cgyo
sustituido, un alcoxi C;-Cyp, un alcoxi C;-Cyy sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4- (N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y acido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri, Rz, R3, R; v Rs se seleccionan cada
uno, independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, Ri, Rz, Rs3, Ry
y Rs se seleccionan cada uno entre H y metilo.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo

adicional es la estructura E(iv) :
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L4Q4R¢N
NR;Q"

NR,Q'5L,

donde 1, y L, son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'i, Q', y Q” son cada uno, independientemente, un
grupo conector; y R;, Ry y R; se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, alquilo C;-C¢ y algquilo C;-Cg
sustituido.

En algunas realizaciones, Q'i, Q' yv Q” se seleccionan
cada uno, independientemente, entre un péptido, un éter,
polietilenglicol, un alquilo, un alquilo C;-Cyy, un alquilo
C1—-Cy9 sustituido, un alquenilo C,-Cyo, un algquenilo C,-Cyg
sustituido, un alquinilo C,-Cso, un alquinilo C,-Cyp
sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cyg sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4- (N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y &cido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri, R, y R3 se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, R;, Ry y R; se
seleccionan cada uno entre H y metilo.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo
adicional es la estructura E (v):

@)

L4Q4RN
NR,Q',L,

o) NR;Q"

donde 1, y L, son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'i, Q', y Q” son cada uno, independientemente, un

grupo conector; vy Ri, R, y Rs; se seleccionan cada uno,
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independientemente, entre H, alquilo C;-C¢ y alquilo C;-Cg
sustituido.

En algunas realizaciones, Q'i, Q', y Q” se seleccionan
cada uno, independientemente, entre un péptido, un éter,
polietilenglicol, un alquilo, un alquilo C;-Cyy, un alquilo
C1—-Cy9 sustituido, un alquenilo C,-Cyo, un algquenilo Cy-Cyg
sustituido, un alquinilo C,—-Cyo, un alquinilo C,—Cyp
sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cyg sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4— (N-maleimidometil) ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y &acido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri;, Ry y R3 se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, Ri, Ry y Rs se
seleccionan cada uno entre H y metilo.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo

adicional es la estructura E(vi):

L,Q'5R,N

NR4Q'1L4
donde I1;, L, y Ls son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'1, Q'2, Q's y Q” son cada uno, independientemente,
un grupo conector; y Ri, Ry y Rs se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, algquilo C;-C¢ y alquilo C;-Cg

sustituido.
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En algunas realizaciones, Q'iy, Q's, Q's vy Q" se
seleccionan cada uno, independientemente, entre un péptido,
un éter, polietilenglicol, un alquilo, un algquilo Ci;-Czg, un
alquilo C;-Cyo sustituido, un alquenilo C,-Cyg, un alguenilo
C,-Cy9 sustituido, un alquinilo C,-Cyo, un algquinilo Cy-Cyg
sustituido, un alcoxi C;-Cyp, un alcoxi C1-Cyg sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4— (N-maleimidometil) ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y &acido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri;, Ry y R3 se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, R;, Ry y R; se
seleccionan cada uno entre H y metilo.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo

adicional es la estructura E (vii) :

OH
NR,Q'2L, NR3Q'3L3
! 0. _© 0. _© OO~ .
L1Q'1R4N P P P Q
//\Zl //\Zl //\Zl
CH3 £ CH3 £ CHs £

donde I1;, L, y L3 son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'1, Q'2, Q's y Q” son cada uno, independientemente,
un grupo conector; Ri;, R, y R; se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, alquilo C;-C¢ y algquilo C;-Cg
sustituido; y Z y z'! se seleccionan cada una
independientemente entre O y S.

En algunas realizaciones, Q';, Q',, Q's y Q" se
seleccionan cada uno, independientemente, entre un péptido,
un éter, polietilenglicol, un algquilo, un alquilo C;-Cyg, un
alquilo C;-Cyo sustituido, un algquenilo C,-Cyg, un algquenilo
C,-Cy9 sustituido, un alquinilo C,;-Cyo, un algquinilo Cy-Cyg

sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cy9 sustituido,
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amino, amido, una pirrolidina, acido 8—amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4— (N-maleimidometil) ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y &cido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri, R, y R3 se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, Ri, R, y Rs se
seleccionan cada uno entre H vy metilo. En algunas
realizaciones, Z2 o Z’ en al menos un atomo de P es S y el
otro Z o Z' es O (es decir, un enlace de tipo fosforotioato).
En algunas realizaciones, cada -OP(Z) (Z')O- es un enlace de
tipo fosforotioato. En algunas realizaciones, Z y Z’ son
ambos O en al menos un atomo de P (es decir, un enlace de
tipo fosfodiéster). En algunas realizaciones, cada -
OP(Z) (Z')0O- es un enlace de tipo fosfodiéster.

Una estructura E no limitante a modo de ejemplo

adicional es la estructura E(viii):

NR,Q'5L,
0 0
IIQR4N N \)J\
\\ﬂ//“\\N//”\\\// NRQ'aLs
(0]
0]
L,Q'{R{N

donde I1;, L, y Ls son cada uno, independientemente, un
ligando; Q'1, Q'2, Q's y Q” son cada uno, independientemente,
un grupo conector; y Ri, Rz, R3 yv Rq se seleccionan cada uno,
independientemente, entre H, alquilo C;-C¢ y alquilo C;-Cg
sustituido.

En algunas realizaciones, Q';y, Q's, Q's y Q" se
seleccionan cada uno, independientemente, entre un péptido,

un éter, polietilenglicol, un alquilo, un algquilo Ci;-Czg, un
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alquilo C;-Cyo sustituido, un alquenilo C,-Cy9, un algquenilo
C,-Cy9 sustituido, un alquinilo C,-Cyo, un algquinilo Cy-Cyg
sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cyg sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4— (N-maleimidometil) ciclohexano—-1-
carboxilato de succinimidilo y &cido 6-aminohexanoico. En
algunas realizaciones, Ri, Rz, R3 y Rs se seleccionan cada
uno, independientemente, entre H, metilo, etilo, propilo,
isopropilo y butilo. En algunas realizaciones, Ri, Rz, R3 y
R; se seleccionan cada uno entre H y metilo.

Se describen esqueletos y/o conectores que comprenden
esqueletos a modo de ejemplo no limitantes y su sintesis en,
p. €j., la publicacidén PCT N.° WO 2013/033230, la patente de
EE. UU. N.° 8 106 022 B2, la publicacidédn de EE. UU. N.°
2012/0157509 Al; la patente de EE. UU. N.° 5 994 517; la
patente de EE. UU. N.° 7 491 805 B2; la patente de EE. UU.
8 313 772 B2; Manoharan, M., Capitulo 16, Antisense Drug
Technology, Crooke, S.T., Marcel Dekker, Inc., 2001, 391-
469.

En algunas realizaciones, la porcién Ly—-conector del

compuesto comprende la estructura F:

HO
B-OM
N
J'U‘IU‘U"
|
donde:
B se selecciona entre -0-, -S-, -N(RM)-, —-Z-P(Z') (Z2")0O-,

—Z2-P(Z2"') (Z2")O0-Ny—X- vy —Z=-P(Z") (Z")O-Np-Y-;
OM es un oligonucledétido modificado;
R¥Y se selecciona entre H, metilo, etilo, propilo,

isopropilo, butilo y bencilo;
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Z, Z2' y Z" se seleccionan cada una independientemente
entre O y S;

cada N de N, es, independientemente, un nucledbsido
modificado o no modificado;

m estd comprendida entre 1 y 5;

X se selecciona entre un enlace de tipo fosfodiéster y
un enlace de tipo fosforotioato;

Y es un enlace de tipo fosfodiéster; vy

la linea ondulada indica la unidén al resto del conector
y ligando(s) .

En ciertas realizaciones, la linea ondulada indica una
unién a la estructura E anterior.

En ciertas realizaciones, n estd comprendida entre 1 y
5, 1y 4, 1 v 3 01l vy 2. En ciertas realizaciones, n es 1.
En ciertas realizaciones, n es 2. En cilertas realizaciones,
n es 3. En cilertas realizaciones, n es 4. En cilertas
realizaciones, n es 5.

En algunas realizaciones, la porcidén L,-conector del

compuesto comprende la estructura G:

HO

donde:

B se selecciona entre -0-, -5-, -N(RV)-, —=Z-P(Z") (Z2")0O-,
—Z2-P(Z2"'") (Z2")O0-Ny—X- vy —Z=-P(Z") (Z")O-Np-Y-;

OM es un oligonucledétido modificado;

R¥Y se selecciona entre H, metilo, etilo, propilo,

isopropilo, butilo y bencilo;



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 116 - PCT/US2015/043926

Z, Z2' y Z" se seleccionan cada una independientemente
entre O y S;

cada N de N, es, independientemente, un nucledbsido
modificado o no modificado;

m estd comprendida entre 1 y 5;

X se selecciona entre un enlace de tipo fosfodiéster y
un enlace de tipo fosforotioato;

Y es un enlace de tipo fosfodiéster;

cada L es, independientemente, un ligando; n esta
comprendida entre 1 y 10; S es un esqueleto; y Q' y Q” son,
independientemente, grupos conectores.

En algunas realizaciones, cada Q' y Q” se seleccionan
independientemente entre un péptido, un éter,
polietilenglicol, un algquilo, un alquilo C;-Cyp, un alquilo
C1-Cyp sustituido, un alquenilo C,;-Czp, un alquenilo C,-Cyo
sustituido, un alquinilo C,-Cso, un alquinilo Co-Cso
sustituido, un alcoxi C;-Cyy, un alcoxi C;-Cy9 sustituido,
amino, amido, una pirrolidina, acido 8—-amino-3, 6-
dioxaoctanoico (ADO) , 4- (N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato de succinimidilo y &cido 6-aminohexanoico.

Una porcidén Ly—-conector a modo de ejemplo no limitante
(p. ej., de la estructura F o G) de un compuesto se muestra

en la estructura H a continuaciédn:

?HOH
—\_—-0 ~
\  _NH ﬂaro
v W OH
o el
\ W/
(o sER N
N
___NH NH o /Lfﬂ ~ -
I I J i 0
(o] (o] o Z o
|
“f
.
‘N~ o
NH N
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donde la linea ondulada indica la unién al
oligonucleétido modificado (OM), a Xi, p. ej., en la
estructura B, o a X o Y, p. ej., en la estructura C o D.

En las siguientes estructuras, se exponen porciones L,-
conector a modo de ejemplo no limitantes de un compuesto,
donde la linea ondulada indica la unidén al oligonucledtido
modificado (OM), p. ej., en la estructura A; a Xi, p. €j.,
en la estructura B; a X, p. ej., en la estructura C; o a Y,

p. €j., en la estructura D.

OH
HO, 0 0
HO ; o/\/o\/\o/\/o\)LNH O
NHAc HN’H\/\/\/\/\/\/\/\
OH
HO (0] (o] H (o]
0 < N
HO” Y YO "0 N N
NHAc H H O
OH
HO, 0
o o NH
HO' ; 07 NN TN %
NHAc o)
OH
HO
(0] (0]
HO S o/\\/o\//\o/\\/o\«JLNH

(0]
OH
HO 0
o o NH
HO ; 07 TN \__<
NHAc 0o
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En ciertas realizaciones, cada ligando es un
carbohidrato. Un compuesto que comprende un oligonucledétido
modificado conjugado con un carbohidrato, cuando es
reconocido por la 1lectina de 1la superficie celular, es
transportado a través de la membrana celular al interior de
la célula. En ciertas realizaciones, una lectina de 1la
superficie celular es una lectina de tipo C. En ciertas
realizaciones, la lectina de tipo C estd presente en una
célula de Kuppfer. En ciertas realizaciones, una lectina de
tipo C estd ©presente en un macrdéfago. En ciertas
realizaciones, una lectina de tipo C estd presente en una
célula endotelial. En ciertas realizaciones, una lectina de
tipo C estd presente en un monocito. En ciertas
realizaciones, una lectina de tipo C estd presente en un
leucocito. En ciertas realizaciones, una lectina de tipo C
esta presente en una célula dendritica. En ciertas
realizaciones, una lectina de tipo C estd presente en un
linfocito B. Un conjugado puede facilitar la captacidén de un
compuesto anti-miR-122 y su entrada al interior de cualquier
tipo celular que exprese una lectina de tipo C.

En ciertas realizaciones, una lectina de tipo C es el
receptor de las asialoglucoproteinas (ASGPR). En ciertas
realizaciones, un conjugado comprende uno o mads ligandos que
tienen afinidad por ASGPR incluidos, sin caréacter limitante,
la galactosa o un derivado de 1la galactosa. En ciertas
realizaciones, un ligando que tiene afinidad por ASGPR es la
N-acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-
butanoilgalactosamina o N-isobutanoilgalactosamina. Tales

conjugados facilitan la captacidén de los compuestos y su
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entrada al interior de las células que expresan ASGPR, por
ejemplo, hepatocitos y células dendriticas.

En ciertas realizaciones, un ligando es un carbohidrato
seleccionado entre manosa, glucosa, galactosa, ribosa,
arabinosa, fructosa, fucosa, xilosa, D-manosa, L-manosa, D-
galactosa, L-galactosa, D-glucosa, L-glucosa, D-ribosa, L-
ribosa, D-arabinosa, L-arabinosa, D-fructosa, L-fructosa, D-
fucosa, L-fucosa, D-xilosa, L-xilosa, alfa-D-manofuranosa,
beta-D-manofuranosa, alfa-D-manopiranosa, beta-D-

manopiranosa, alfa-D-glucofuranosa, beta-D-glucofuranosa,

alfa-D-glucopiranosa, beta-D-glucopiranosa, alfa-D-
galactofuranosa, beta-D-galactofuranosa, alfa-D-
galactopiranosa, beta-D-galactopiranosa, alfa-D-
ribofuranosa, beta-D-ribofuranosa, alfa-D-ribopiranosa,
beta-D-ribopiranosa, alfa-D-fructofuranosa, alfa-D-

fructopiranosa, glucosamina, galactosamina, acido sidlico y
N-acetilgalactosamina.

En ciertas realizaciones, un ligando se selecciona
entre N-acetilgalactosamina, galactosa, galactosamina, N-
formilgalactosamina, N-propionilgalactosamina, N-n-
butanoilgalactosamina y N-isobutanoilgalactosamina.

En ciertas realizaciones, un ligando es N-
acetilgalactosamina.

En ciertas realizaciones, un compuesto comprende la

estructura:
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om
XZ
OLH OH
“‘\ —Q AN o N
N T \.\ . S N—_/ n
HO}\_/”I“*-.l O Tr NH T .
AcHN o N L jl,
OH OH ! " \
HOL— 70 0™y O~ N\Wxn\v/\\,»\w,\\/ g
AcHN o o ?/ )
OH OH —
|
L\T‘i\"’-c’\ NHA\/“ N 40 ( )
HO }l/’/fm“-\l/ o] -u'/‘\/”‘\ﬂ/
AcHN 0o

donde cada N de N, es, independientemente, un nucledsido

modificado o no modificado y m estd comprendida entre 1 y 5;

X1 y Xy son cada uno,

independientemente, un enlace de tipo

fosfodiéster o un enlace de tipo fosforoticato; y OM es un

oligonucledétido

modificado. En ciertas realizaciones, m es

1. En ciertas realizaciones, mes 2. En ciertas realizaciones,

mes 3, 4 o 5.

En ciertas realizaciones,

En ciertas realizaciones, m es 2, 3, 4 o 5.

cuando m es superior a 1, cada

nucledsido modificado o no modificado de N, puede estar

conectado a nucledsidos

modificados de

tipo fosfodiéster o un enlace

fosforotioato.
En ciertas

estructura:

adyacentes modificados o no

N, mediante un enlace internucleosidico de

realizaciones,

internucleosidico de tipo

un compuesto comprende la
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oM
Y
OH OH
—\—Q NP Npn
HO L’/’f‘\l\/o P \Tr NH H T ‘ H
AcHN (o] \7 X /\f
OH :OH OI‘ \‘\"'\ /,\J
~\_-0 > xj N
HOL—T— 0.~ \/ﬁf NH \”,/-\/O\ g N \ﬂ/\\_/\v/\ P /L§0
AcHN o 0 o o
OH OH .
2. ok an
HOA— T O™y H
AcHN o)

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster o un enlace
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de tipo fosforotioato;

cada N de N, es,

independientemente,

un nucledsido modificado o no modificado y m estd comprendida

entre 1 y 5; Y es un enlace

oligonucledétido modificado.

de tipo fosfodiéster; y OM es un

En ciertas realizaciones, m es

1. En ciertas realizaciones, mes 2. En ciertas realizaciones,

mes 3, 4 o 5.

En ciertas realizaciones,

nucledésido modificado o no modificado de Ny

conectado a nucledsidos

modificados de N, mediante

tipo fosfodiéster o un enlace

fosforotioato.
En ciertas

estructura:

En ciertas realizaciones,

realizaciones,

mes 2, 3, 4 o 5.

cuando m es superior a 1, cada
puede estar
adyacentes modificados o no
un enlace internucleosidico de

internucleosidico de tipo

un compuesto comprende la
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oM
Y
OH OH
0 NP N
\ N-- m
HOL — T 0 \W"NH H T ‘ H
AcHN (o] ~ X /\f
OH ’OH (I)‘ ™ \"'\N/,\J
—\_-0 w \j
N NH - o~ ~ S
HOL — T\ 0y \W*\JO\/J N\W/\v.\v/~,/\v/\vJ\0
AcHN [o} 0 ?/ o
OH -
o o (1
N NH 7 N O
HO\-’/T\-VO e ~H/ H
AcHN o

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ng
es, 1independientemente, un nucledésido modificado o no
modificado y m estd comprendida entre 1 y 5; Y es un enlace
de tipo fosfodiéster; y OM es un oligonucledtido modificado.
En ciertas realizaciones, m es 1. En ciertas realizaciones,
m es 2. En ciertas realizaciones, m es 3, 4 o 5. En ciertas
realizaciones, m es 2, 3, 4 o 5. En ciertas realizaciones,
cuando m es superior a 1, cada nucledsido modificado o no
modificado de N, puede estar conectado a nucledsidos
adyacentes modificados o no modificados de N, mediante un
enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster o un enlace
internucleosidico de tipo fosforotioato.

En algunas realizaciones, un compuesto comprende la

estructura:
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oM
Y
 _NH \ﬂ~1° Tm
| H
. h N
~_-NH NH o ,l»n . P
T[ “— ,/! \ﬂ, ~ - ~ o ~0
o] o] o [o)
1
f
- /J‘ (IT)
___NH N O
1 H
o

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ng

es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; y oM es 5'-
CSAsAsUSGSCsUSGSCSAsAACSAsAsUsGsCsUsGsCsAS—3 ! ( SEQ ID NO: 7 ) 7

donde cada nucledésido seguido por un subindice “S$” es un
nucledsido S-cEt, cada nucledésido no seguido por un subindice
es un desoxinucledésido y cada enlace internucleosidico entre
dos nucledésidos S-cEt es un enlace de tipo fosforotioato y
el resto de enlaces internucleosidicos son enlaces de tipo
fosfodiéster. En algunas realizaciones, Y estd unido al
extremo 3’ de OM.

En algunas realizaciones, un compuesto comprende la

estructura:
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om
Y
OH OH |
(o] AN 0 N
N Y/
Hmo\/\/\[r NH H 7 I m "
AcHN o] X {f
N

OH OH
o}

0 o
ey U i !
HO ONY Y\/O NW\/\WO

AcHN (o] o o)
OH
& o /(? (D
N N o
HO O H
o]

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ng
es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; y oM es 5'-
CsAsAsUsGsCsUsGsCsAsAACsAsAsUsGsCsUsGsCsAg—3" (SEQ ID NO: 1),
donde cada nucledésido seguido por un subindice “3$” es un
nucledsido S-cEt, cada nucledésido no seguido por un subindice
es un desoxinucledésido y cada enlace internucleosidico entre
dos nucledsidos S-cEt es un enlace de tipo fosforotiocato y
el resto de enlaces internucleosidicos son enlaces de tipo
fosfodiéster; y donde Y estd unida al extremo 3’ de OM.

En algunas realizaciones, un compuesto esta constituido

por la estructura:

oM
v
OH OH |
0o NS 0 N
N y
HO O\A/Y NH N 7 I m .y
AcHN o} X {f
OH OH o N
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donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; cada N de Ny
es una desoxiadenosina (A); m es 2; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; y oM es 5'-
CsAsAsUsGsCsUsGsCsAsAACsAsASUsGsCsUsGsCsAg—3" (SEQ ID NO: 1),
donde cada nucledésido seguido por un subindice “S$” es un
nucledsido S-cEt, cada nucledésido no seguido por un subindice
es un desoxinucledsido y cada enlace internucleosidico entre
dos nucledésidos S-cEt es un enlace de tipo fosforotioato y
el resto de enlaces internucleosidicos son enlaces de tipo
fosfodiéster; y donde Y estd unida al extremo 3’ de OM; o
una sal farmacéuticamente aceptable de este.

En algunas realizaciones, un compuesto tiene la

estructura:

OH
donde cada N de N, es, independientemente, un nucledsido
modificado o no modificado y m esta comprendida entre 1 y 5;
X1 y X, son cada uno, independientemente, un enlace de tipo
fosfodiéster o un enlace de tipo fosforotiocato; y OM es un

oligonucledtido modificado.
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En ciertas realizaciones, al menos uno de X; y X; es un
enlace de tipo fosfodiéster. En ciertas realizaciones, cada
uno de X; y X, es un enlace de tipo fosfodiéster.

En ciertas realizaciones, m es 1. En ciertas
realizaciones, m es 2. En ciertas realizaciones, m es 2, 3,
4 o 5. En ciertas realizaciones, m es 3, 4 o 5. En ciertas
realizaciones, cuando m es superior a 1, cada nucledbdsido
modificado o no modificado de N, puede estar conectado a
nucledsidos adyacentes modificados o no modificados de Ny
mediante un enlace internucleosidico de tipo fosfodiéster o
un enlace internucleosidico de tipo fosforoticato. En
ciertas realizaciones, cuando m es 2, los nucledsidos de Ny
estdn unidos mediante un enlace internucleosidico de tipo
fosfodiéster.

En cualquiera de las realizaciones descritas en la
presente, Np puede ser N'/N", donde cada N' es,
independientemente, un nuclebdsido modificado o no modificado
y p estd comprendida entre 0 y 4; y N” es un nuclebdsido que
comprende un resto de tipo aztcar no modificado.

En ciertas realizaciones, P es 0. En ciertas
realizaciones, p es 1, 2, 3 o 4. En ciertas realizaciones,
cuando p es 1, 2, 3 o 4, cada N’ comprende un resto de tipo
azlcar no modificado.

En ciertas realizaciones, un resto de tipo azlcar no
modificado es una PB-D-ribosa o una B-D-desoxirribosa.

En ciertas realizaciones, cuando p es 1, 2, 3 o 4, cada
N’ comprende una nucleobase purica. En ciertas realizaciones,
N" comprende una nucleobase purica. En ciertas realizaciones,
una nucleobase purica se selecciona entre adenina, guanina,
hipoxantina, xantina \% 7-metilguanina. En ciertas

realizaciones, N es una P-D-desoxirriboadenosina o una p-D-
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desoxirriboguanosina. En ciertas realizaciones, N” es una p-
D-desoxirriboadenosina o una pf-D-desoxirriboguanosina. En
algunas realizaciones, p es 1 y N' y N" son cada uno una p-
D-desoxirriboadenosina.

En ciertas realizaciones, cuando p es 1, 2, 3 o 4, cada
N’ comprende una base pirimidinica. En ciertas realizaciones,
N" comprende una nucleobase pirimidinica. En cilertas
realizaciones, una nucleobase pirimidinica se selecciona
entre citosina, b5-metilcitosina, timina, wuracilo y 5,6-
dihidrouracilo.

En cualquiera de las realizaciones descritas en la
presente, el resto de tipo aztcar de cada N se selecciona
independientemente entre una B-D-ribosa, una f-D-
desoxirribosa, un 2’'-0O-metoxiazlcar, un 2’ -O-metilaztcar, un
2’ -fluoroaztcar y un resto de tipo azlcar biciclico. En
ciertas realizaciones, cada resto de tipo azlUcar biciclico
se selecciona 1independientemente entre un resto de tipo
azucar cEt y un resto de tipo aztcar LNA y un resto de tipo
azucar ENA. En ciertas realizaciones, el resto de tipo aztcar
cEt es un resto de tipo azlcar S-cEt. En ciertas
realizaciones, el resto de tipo azlcar cEt es un resto de
tipo azlcar R-cEt. En cualquiera de las realizaciones
descritas en la presente, el resto de tipo aztcar de cada N
se puede seleccionar independientemente entre una p-D-ribosa,
una PB-D-desoxirribosa y un 2’-fluoroazlcar.

En ciertas realizaciones, un compuesto comprende la

estructura:
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oM
Y
OH OH
0 NP N
\ N-— m
HO\ — T 0 \W’NH H T ‘ H
AcHN o) ~ X /‘“F
OH OH o N )
L0 N j N
HOL T~ O~ s e
AcHN o o o" o
OH -
* o A (1
N\ NH T N O
HO\-’/T\-VO e ~H/ H
AcHN o]

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; m es 1; N de
N, es una B-D-desoxirriboadenosina; Y es un enlace de tipo
fosfodiéster; y OM es un oligonucledétido modificado.

En ciertas realizaciones, un compuesto comprende la

estructura:
oM
Y
OH OH
0 NP N
\ N-— m
HO x.,/'f-\l\ o \/‘v-"\]r‘ NH H T ‘ H
AcHN o} ~ X /‘“F
OH :.OH 6__ \*\"'\ /‘,
~ o o~ ] N
HOL — 70 \W“\m/o\/J N\W/\“/A\“/\'/ﬁ\“/ﬂ\ o
AcHN o o ?/ o
OH -
J A (1n
N\ NH 7 N O
HOL— T 0y H
AcHN o

donde X es un enlace de tipo fosfodiéster; m es 2; cada
N de N, es una (-D-desoxirriboadenosina; los nucledsidos de
N estdn unidos mediante un enlace internucleosidico de tipo
fosfodiéster; Y es un enlace de tipo fosfodiéster; y OM es
un oligonucledétido modificado.

Algunos restos adicionales para la conjugacidén con un

oligonucleétido modificado incluyen fenazina, fenantridina,
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antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas
y tintes. En ciertas realizaciones, un grupo conjugado se
enlaza directamente a un oligonucledétido modificado.

Ciertos productos metabdlicos

Tras la exposicidén a exonucleasas y/o endonucleasas 1in
vitro o 1in vivo, los compuestos pueden experimentar una
escisidén en diversas posiciones a lo largo del compuesto.
Los productos de tal escisidén pueden conservar en parte la
actividad del compuesto original y como tales se consideran
metabolitos activos. Por tanto, se puede utilizar un producto
metabdélico de un compuesto en los métodos descritos en 1la
presente. En ciertas realizaciones, un oligonucledbtido
modificado (conjugado o no conjugado) experimenta escisidn
en el extremo 5’ y/o en el extremo 3’, lo que da como
resultado un producto metabdlico que tiene 1, 2 o 3
nucledétidos menos en el extremo 5’ y/o el extremo 3',
respecto al oligonucledétido modificado original. En ciertas
realizaciones, un oligonucledtido modificado experimenta
escisidén en el extremo 5’, se libera el nucledtido 5'-
terminal y esto da como resultado un producto metabdélico que
tiene 1 nucledétido menos en el extremo 5’ respecto al
oligonucledétido modificado original. En ciertas
realizaciones, un oligonucledétido modificado experimenta
escisidén en el extremo 5’, se liberan dos nucledtidos 5’ -
terminales y esto da como resultado un producto metabdlico
que tiene dos nuclebdétidos menos en el extremo 5’ respecto al
oligonucledétido modificado original. En ciertas
realizaciones, un oligonucledétido modificado experimenta
escisidén en el extremo 3’, se libera el nucledtido 3’'-
terminal y esto da como resultado un producto metabdélico que

tiene un nucledétido menos en el extremo 3’ respecto al
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oligonucledétido modificado original. En ciertas
realizaciones, un oligonucledétido modificado experimenta
escisidén en el extremo 3’, se liberan dos nucledsidos 3’ -
terminales y esto da como resultado un producto metabdlico
que tiene dos nucledsidos menos en el extremo 3’ respecto al
oligonucleétido modificado original.

En algunas realizaciones, los oligonucledtidos
modificados descritos en la presente experimentan escisién
entre las regiones (es decir, oligol, oligo2 y/u oligo3 en
las estructuras descritas en la presente) de manera que las
regiones estédn separadas entre si. Por ejemplo, cuando un
oligonucledétido modificado tiene la estructura [oligol]l-[x-
N]ln-x-[0oligo2], en algunas realizaciones, la escisidn genera
oligol y oligo2, donde uno o ambos oligos pueden comprender
uno o mas nucledtidos de [x-N],, o uno o ambos oligos puede
que no comprendan ninguno de los nucledtidos de [x-N],. De
manera similar, cuando un oligonucledétido modificado tiene
la estructura [oligol]-[x-N],-x-[0oligo2]- [x-N],-x-[oligo3],
en algunas realizaciones, la escisidén genera oligol, oligo2
y 0ligo3, donde uno o méas de los oligos pueden comprender
uno o mas nucledétidos de [x-N],, o uno o mas oligos puede
que no comprendan ninguno de los nucledétidos de [x-N]n. En
algunas realizaciones, la escisidén puede ser parcial vy
generar [oligol]-[x-N]y,—x-[oligo2] vy oligo3, u oligol y -
[0ligo2]- [x-N]p,-x-[oligo3], donde nuevamente una o ambas
porciones pueden comprender uno o mas nucledtidos de [x-Nlg.
En algunas realizaciones, la escisidén ocurre en un tejido
diana. En algunas realizaciones, cada regién del
oligonucledétido modificado es més estable que el nucledtido

modificado integro.
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Los compuestos que comprenden el oligonucledtido
modificado unido a un resto conjugado también pueden
experimentar escisidén en un sitio dentro del conector entre
el oligonucledétido modificado y el 1ligando. En ciertas
realizaciones, la escisidén genera el oligonucledtido
modificado original gque comprende una porcién del resto
conjugado. En ciertas realizaciones, la escisidén genera el
oligonucledétido modificado original gque comprende una O mas
subunidades del conector entre el oligonucledétido modificado
y el ligando. Por ejemplo, en el caso en el que un compuesto
tiene la estructura L,—-conector-N,—-P-0M, en algunas
realizaciones, la escisidén genera el oligonucledtido
modificado original que comprende uno o mas nucledtidos de
Np . En algunas realizaciones, la escisidn de un
oligonucledétido conjugado modificado genera el
oligonucledétido modificado original. En algunas de tales
realizaciones, por ejemplo, en el caso en el que un compuesto
tiene la estructura L,—conector-N,—-P-0M, en algunas
realizaciones, la escisién genera el oligonucledtido
modificado original sin ninguno de los nuclebétidos de N.

Ciertas dianas de microARN

En ciertas realizaciones, cada nucleobase de una regidn
de un oligonucledétido modificado que tiene como diana un
microARN es capaz de experimentar un emparejamiento de bases
con una nucleobase en cada posicidén correspondiente de la
secuencia de nucleobases del microARN, o un precursor de
este. En ciertas realizaciones, la secuencia de nucleobases
de una regidén de un oligonucledtido modificado puede tener
uno o mas pares de Dbases emparejados errdneamente con
respecto a su microARN diana o secuencia precursora y sigue

siendo capaz de hibridarse con su secuencia diana.
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En ciertas realizaciones, una regioén de un
oligonucledétido modificado tiene una secuencia de
nucleobases que es complementaria a la secuencia de
nucleobases de un precursor de microARN, tal como una
secuencia tallo-bucle de microARN. Ya que la secuencia
precursora de microARN contiene un microARN maduro, una
regién de un oligonucledétido modificado que tiene una
secuencia de nucleobases complementaria a un microARN
también es complementaria a una regidén del precursor de
microARN correspondiente.

En ciertas realizaciones, el nuUmero de nucledsidos
unidos de una regidén de un oligonucledtido modificado es
inferior a la longitud de un microARN o un precursor de este.
En ciertas realizaciones, la regidén del oligonucledtido
modificado tiene una secuencia de nucleobases que es
complementaria a una regidén del microARN o del precursor de
este. Una regidén de un oligonucledétido modificado que tiene
un numero de nucledsidos unidos que es inferior a la longitud
del microARN, donde cada nucleobase de un oligonucledtido
modificado es complementaria a cada nucleobase de una
posicidén correspondiente en una secuencia de nucleobases de
microARN, se considera gue tiene una secuencia de nucleobases
que es totalmente complementaria a wuna regidén de una
secuencia de nucleobases de microARN. Por ejemplo, una regidn
de un oligonucledédtido modificado constituido por 12
nucledésidos unidos, donde cada una de las nucleobases de los
nucledésidos 1 hasta el 12 son complementarias a una posicidn
correspondiente de un microARN que tiene una longitud de 23
nucledbbases, es totalmente complementaria a una regidén de 12
nucleobases de la secuencia de nucleobases del microARN. Una

regién de este tipo de un oligonucledétido modificado tiene
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una secuencia de nucleobases que es complementaria en un 100%
a una porcidén de 22 nucleobases del microARN. Ademas, se
considera que una regidén de este tipo de un oligonucledtido
modificado es complementaria en un 100% al microARN.

En ciertas realizaciones, una regién de la secuencia de
nucleobases de un oligonucledétido modificado es totalmente
complementaria a una regidén de la secuencia de nucleobases
de un microARN. En ciertas realizaciones, cada una de las 8
nucleobases contiguas de un oligonucledétido modificado son
complementarias a 8 nucleobases contiguas de un microARN. En
ciertas realizaciones, cada una de las 9 nucleobases
contiguas de un oligonucledétido modificado son
complementarias a 9 nucleobases contiguas de un microARN. En
ciertas realizaciones, cada una de las 10 nucleobases
contiguas de un oligonucledétido modificado son
complementarias a 10 nucleobases contiguas de un microARN.
En ciertas realizaciones, cada una de las 11 nucleobases
contiguas de un oligonucledétido modificado son
complementarias a 11 nucleobases contiguas de un microARN.
En ciertas realizaciones, cada una de las 12 nucleobases
contiguas de un oligonucledtido modificado son
complementarias a 12 nucleobases contiguas de un microARN.
En ciertas realizaciones, cada una de las 13 nucleobases
contiguas de un oligonucledtido modificado son
complementarias a 13 nucleobases contiguas de un microARN.
En ciertas realizaciones, cada una de las 14 nucleobases
contiguas de un oligonucledétido modificado son
complementarias a 14 nucleobases contiguas de un microARN.
En ciertas realizaciones, cada una de las 15 nucleobases
contiguas de un oligonucledétido modificado son

complementarias a 15 nucleobases contiguas de un microARN.
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En ciertas realizaciones, una regioén de un
oligonuclebétido modificado comprende una secuencia de
nucleobases que es complementaria a una secuencia seminal,
es decir, la regidén comprende una secuencia que se empareja
con la secuencia seminal. En ciertas realizaciones, una
secuencia seminal es una secuencia seminal hexamérica. En
ciertas realizaciones, una secuencia seminal hexamérica esté
constituida por las nucleobases 1-6 de un microARN. En
ciertas realizaciones, una secuencia seminal hexamérica esté
constituida por las nucleobases 2-7 de un microARN. En
ciertas realizaciones, una secuencia seminal hexamérica estéa
constituida por las nucleobases 3-8 de un microARN. En
ciertas realizaciones, una secuencia seminal es una
secuencia seminal heptamérica. En ciertas realizaciones, una
secuencia seminal heptamérica estad constituida por las
nucleobases 1-7 de un microARN. En ciertas realizaciones,
una secuencia seminal heptamérica estd constituida por las
nucleobases 2-8 de un microARN. En ciertas realizaciones, la
secuencia seminal es una secuencia seminal octamérica. En
ciertas realizaciones, una secuencia seminal octamérica esté
constituida por las nucleobases 1-8 de un microARN. En
ciertas realizaciones, una secuencia seminal octamérica esté
constituida por las nucleobases 2-9 de un microARN.

En ciertas realizaciones, una secuencia de nucleobases
de una regidén de un oligonucledétido modificado es
complementaria en un 100% a una secuencia de nucleobases de
microARN enumerada en la presente, o un precursor de este.
En ciertas realizaciones, una regién de un oligonucledtido
modificado tiene una secuencia de nucleobases que tiene un
emparejamiento errdéneo con respecto a la secuencia de

nucleobases de un microARN, o un precursor de este. En
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ciertas realizaciones, una regidén de un oligonucledtido
modificado tiene una secuencia de nucleobases que tiene dos
emparejamientos errbéneos con respecto a la secuencia de
nucleobases de un microARN, o un precursor de este. En
ciertas realizaciones, una regién de un oligonucledtido
modificado tiene una secuencia de nucleobases gque no tiene
mas de dos emparejamientos errdéneos con respecto a la
secuencia de nucleobases de un microARN, o un precursor de
este. En ciertas realizaciones, las nucleobases emparejadas
errdneamente son contiguas. En ciertas realizaciones, las
nucleobases emparejadas errdneamente no son contiguas.

Ciertas secuencias de nucleobases

Cualesquiera secuencias de nucleobases expuestas en la
presente incluidas, sin caracter limitante, las que se
encuentran en los Ejemplos y en la lista de secuencias, son
independientes de cualquier modificacidén del acido nucleico.
En este sentido, los &cidos nucleicos definidos en una SEQ
ID NO pueden comprender, independientemente, una o mas
modificaciones en uno o mas restos de tipo azlcar, uno o mas
enlaces internucleosidicos y/o una o mas nucleobases.

Aunque la lista de secuencias que acompafia a esta
presentacidén identifica cada secuencia de nucleobases como
“ARN” o “ADN” segln sea necesario, en la préactica, esas
secuencias se podran modificar con cualquier combinacidn de
modificaciones quimicas. El experto en la técnica
comprenderd facilmente que tal designacidén como “ARN” o “ADN”
para describir los oligonuclebétidos modificados es un tanto
arbitraria. Por ejemplo, un oligonucledétido que comprende un
nucledsido que comprende un resto de tipo 2’-OH-azlcar y una
base de timina se podria describir como ADN gue tiene un

aztcar modificado (2'-0OH en lugar del 2’-H natural del ADN)
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o como un ARN que tiene una base modificada (timina (uracilo
metilado) en lugar de uracilo natural del ARN).

En consecuencia, las secuencias de &acido nucleico que
se proporcionan en la presente incluidas, sin caréacter
limitante, las de la lista de secuencias, se pretende que
engloben los 4&cidos nucleicos que contienen cualqgquier
combinacién de ARN y/o ADN natural o modificado incluidos,
sin caréacter limitante, los acidos nucleicos de este tipo
que tienen nucleobases modificadas. A modo de ejemplo
adicional y sin caracter limitante, un compuesto oligomérico
que tiene la secuencia de nucleobases "ATCGATCG” engloba
cualesquiera compuestos oligoméricos que tienen tal
secuencia de nucleobases, ya sean modificados o no
modificados incluidos, sin caréacter limitante, los
compuestos de este tipo que comprenden bases de ARN, tales
como los que tienen la secuencia "AUCGAUCG” y los que tienen
algunas bases de ADN y algunas bases de ARN tales como
"AUCGATCG” y los compuestos oligoméricos que tienen otras
bases modificadas, tales como "ATreCGAUCG," donde ™C indica
una base de citosina qgue comprende un grupo metilo en la
posicidén 5.

Ciertos métodos de sintesis

Los oligonucledétidos modificados se pueden obtener con
métodos automdticos de sintesis en fase sdélida conocidos en
la técnica. Durante la sintesis en fase sélida se acoplan
secuencialmente mondémeros de fosforoamidito a un nucledbdsido
que estd unido covalentemente a un soporte sélido. Este
nucledsido es el nucledsido 3’ -terminal del oligonucledtido
modificado. Normalmente, el ciclo de acoplamiento comprende
cuatro etapas: destritilacién (eliminacidén de un grupo

protector del hidroxilo de 1la posicién 5’ con é&cido),
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acoplamiento (enlace de un fosforoamidito activado al
nucledsido u oligonucledétido unido al soporte), oxidacidn o
sulfuracidén (conversidn de un triéster de fosfito recién
formado con un agente de oxidacidén o sulfuracidn) y adiciodn
de un grupo de bloqueo (acetilacidén de grupos hidroxilo de
la posicién 5’ que no han reaccionado). Después del ciclo
final de acoplamiento, el oligonucledétido unido al soporte
s6lido se somete a una etapa de destritilacidn, seguida por
una etapa de escisidén y desproteccidédn que libera
simultdneamente el oligonucledétido del soporte sdélido vy
elimina los grupos protectores de las bases. El soporte
s6lido se elimina por filtracidén, el filtrado se concentra
y se realizan pruebas con 1la solucidén resultante para
determinar la identidad y pureza. A continuacidn, se purifica
el oligonucledétido, por ejemplo, utilizando una columna
empagquetada con una resina de intercambio anidnico.

Se pueden obtener oligonucledtidos modificados
conjugados con GalNAc con una sintesis automatica en fase
s6lida similar a la sintesis en fase sdélida con la que se
produjeron los oligonucledétidos no conjugados. Durante la
sintesis de los oligonucledétidos conjugados con GalNAc, los
monémeros de fosforoamidito se acoplan secuencialmente con
un conjugado de GalNac que estd unido covalentemente a un
soporte sbélido. La sintesis de los conjugados de GalNAc y el
soporte sélido conjugado con GalNAc se describe, por ejemplo,
en la patente de EE. UU. N.° 8 106 022, gque se incorpora a
la presente por referencia en su totalidad para describir la
sintesis de conjugados que contienen carbohidratos,
incluidos los conjugados que comprenden uno o mas restos de
tipo GalNAc, y la sintesis de un conjugado unido

covalentemente a un soporte sélido.
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En la presente, se proporcionan procesos para obtener
un oligonucledétido modificado conjugado con GalNAc que tiene

la estructura que se muestra en la férmula (I):

OoM
Xz
OH OH
LT\“‘\"’—_ 0 N HA\’/“\ N— /0 N
HOi:;EH\AIO\/“w/“E: H ‘T ﬁ?”
cl -
OH ] /M
O[H { o o AR N /,\
LN "NH H
Hox_,/","‘\l\_‘,o \/"“x/\”/ NH ™ r/\v 0\} N-. Wm"--\,/“\v/\ T \/"\VJ‘EO
AcHN Q 0 ?/ o
OH OH ’"
< { M
Nl o NH N0
HOL— 720y H
AcHN (o)

donde cada N de N, es, independientemente, un nucledsido
modificado o no modificado y m estd comprendida entre 1 y 5;
X1 y X, son cada uno, independientemente, un enlace de tipo
fosfodiéster o un enlace de tipo fosforotiocato; y OM es un
oligonucledétido modificado; que comprende las etapas de:

proporcionar un soporte sdélido que comprende un
conjugado tal como se muestra en la férmula IV;

desproteger el grupo DMT en condiciones eficaces para
producir un hidroxilo reactivo;

OH OH

AcHN o) o
OH
™ Jj av)
(o} NH/\/\N o
HO Ovﬂwfm/ H
AcHN o
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realizar etapas de acoplamiento de fosforoamidito
secuenciales para formar Ng;

realizar etapas de acoplamiento de fosforoamidito
secuenciales para formar OM;

y liberar el oligonucledétido modificado conjugado del
soporte sdélido.

Ciertas modificaciones

En la presente se proporcionan compuestos que
comprenden oligonucledétidos modificados que tienen la
estructura [oligol]-[x-N]p,—-x-[oligo2] u [oligol]-[x-N]p—-x-
[oligo2] - [x-N]p—-x-[0oligo3]. En la presente también se
proporcionan compuestos que comprenden oligonucledtidos
modificados constituidos por la estructura [oligol]-[x-N],-
x-[oligo2] u [0oligol]-[x-N]p—x-[0ligo2]-[x-N],-x-[oligo3].
En algunas realizaciones, el oligonucledétido modificado esta
enlazado a un resto conjugado. Un oligonucledétido modificado
puede comprender una o mas modificaciones en una nucleobase,
azucar y/o enlace internucleosidico. Se puede seleccionar
una nucleobase, azucar y/0 enlace internucleosidico
modificados antes que una forma no modificada debido a
propiedades deseables tales como, por ejemplo, una mejor
captacién celular, una mayor afinidad por otros
oligonucledétidos o 4&cidos nucleicos diana y una mayor
estabilidad en presencia de nucleobases.

En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
comprende uno o mads nucledsidos modificados. En ciertas
realizaciones, un nucledésido modificado es un nucledsido
estabilizador. Un ejemplo de un nucledésido estabilizador es
un nucledésido con una modificacidédn en el azlcar.

En ciertas realizaciones, un nucledésido modificado

comprende un resto de tipo azucar. En ciertas realizaciones,
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un nucledsido modificado que comprende un resto de tipo
azucar modificado comprende una nucleobase no modificada. En
ciertas realizaciones, un azlUcar modificado comprende una
nucleobase modificada. En cilertas realizaciones, un
nucledsido modificado es un nucledésido modificado en 1la
posicidén 27.

En ciertas realizaciones, un nucledésido modificado en
la posicidén 2’ comprende un resto de tipo azlcar biciclico.
En ciertas realizaciones, el resto de tipo aztcar biciclico
es un azucar D con 1la configuracién alfa. En ciertas
realizaciones, el resto de tipo azlUcar biciclico es un azucar
D con la configuracidédn beta. En ciertas realizaciones, el
resto de tipo azucar biciclico es un azucar L con la
configuracidén alfa. En ciertas realizaciones, el resto de
tipo azlcar biciclico es un aztUcar L con la configuracidn
beta.

En ciertas realizaciones, el resto de tipo azlcar
biciclico comprende un grupo puente entre los atomos de
carbono de la posicién 2’ y la posicidén 4'. En ciertas
realizaciones, el grupo puente comprende de 1 a 8 grupos
birradicalarios unidos. En ciertas realizaciones, el resto
de tipo aztcar biciclico comprende de 1 a 4 grupos
birradicalarios unidos. En ciertas realizaciones, el resto
de tipo azlcar biciclico comprende 2 o) 3 grupos
birradicalarios unidos. En ciertas realizaciones, el resto
de tipo azuUcar biciclico comprende 2 grupos birradicalarios
unidos. Los ejemplos de tales sustituyentes de tipo azlcar
entre las posiciones 4’ y 2’ incluyen, sin caracter limitante:
-[C(Ra) (Rp) In=y —I[C(Ra) (Rp) In=0-, -C(RaRp)-N(R)-0- o —C(RaRp) -
O-N(R)-; 4'-CH,-2', 4'-(CHp),-2', 4'-(CHy)3-2"'; 4'-(CHy) -0~
2' (LNA); 4'-(CHp)-S-2'; 4'-(CHy),-0-2" (ENA); 4'-CH(CHj3)-0-
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2' (cEt) y 4'-CH(CH;0OCH;3)-0-2' y anadlogos de estos (remitase
a, p. €j., la patente de EE. UU. 7 399 845, emitida el 15 de
julio de 2008); 4'-C(CHs) (CH3)-0-2' vy anédlogos de este
(remitase a, p. ej., el documento W02009/006478, publicado
el 8 de enero de 2009); 4'-CH,-N(OCH3)-2' y andlogos de este
(remitase a, p. ej., el documento W02008/150729, publicado
el 11 de diciembre de 2008); 4'-CH,-O-N(CH3)-2' (remitase a,
p. ej., el documento UsS2004/0171570, publicado el 2 de
septiembre de 2004); 4'-CH,-O-N(R)-2’ y 4'-CH,-N(R)-0-2'"-,
donde cada R es, independientemente, H, un grupo protector o
alquilo C1-Ci,; 4'-CHy,-N(R)-0-2', donde R es H, alquilo C;-Ci;
O un grupo protector (remitase a, p. ej., la patente de EE.
UU. 7 427 672, emitida el 23 de septiembre de 2008); 4'-CH,-
C(H) (CH3) -2’ (remitase a, p. ej., Chattopadhyaya, et al., J.
Org. Chem., 2009, 74, 118-134); 'y 4'-CHy,-C(=CHjy)-2' vy
andlogos de este (remitase a la solicitud internacional PCT
publicada WO 2008/154401, publicada el 8 de diciembre de
2008) .

En ciertas realizaciones, tales puentes entre las
posiciones 4’ y 2’ comprenden independientemente 1 o entre
2 y 4 grupos unidos seleccionados independientemente entre
-[C(Ra) (Rp) In=y —-C(Ra)=C(Rp) -, -C(Ry)=N-, -C(=NR,;)-, -C(=0)-,
-C(=S)-, -0-, -Si(Ra)2—, -S(=0)x— y -N(Ra)—;

donde:

x es 0, 1 o 2;

nesl, 2, 3 o0 4;

cada grupo R, v Ry es, independientemente, H, un grupo
protector, hidroxilo, alquilo C1-C12, alquilo C1-C12
sustituido, algquenilo C,-C;,, algquenilo C,-C;, sustituido,
alquinilo C,-Ci;, alquinilo C,-Ci, sustituido, arilo Cs5-Cjo,

arilo Cs5—Cyp sustituido, radical heterociclo, radical
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heterociclo sustituido, heteroarilo, heteroarilo sustituido,
radical alicicliclo Cs—-C+, radical aliciclico Cs—CH
sustituido, haldbégeno, 0J;, NJ1J,, SJi, N3, CO0OJ;, acilo (C(=0)-
H), acilo sustituido, CN, sulfonilo (S (=0),-J1) o sulfoxilo
(S(=0)-J1); ¥y

cada J; y J, es, independientemente, H, alquilo C;-Ci,,
alquilo C;-Ci; sustituido, alquenilo C,-Ci,, alguenilo Cy-Cis
sustituido, alguinilo C,-Ci;,, alguinilo C,-C;, sustituido,
arilo Cs-Cyp, arilo Cs-Cyg sustituido, acilo (C(=0)-H), acilo
sustituido, un radical heterociclo, un radical heterociclo
sustituido, aminoalquilo C1-C12, aminoalquilo C1-Cqo
sustituido o un grupo protector.

Los nucledésidos que comprenden restos de tipo azucar
biciclico se denominan nucledsidos biciclicos o BNA. En
ciertas realizaciones, los nucledsidos biciclicos incluyen,
sin caréacter limitante, (A) BNA de tipo a-L-metilenoxi (4’-
CH,-0-2"); (B) BNA de tipo B-D-metilenoxi (4’ -CH,-0-2"); (C)
BNA de tipo etilenoxi (4'-(CHy),-0-2"); (D) BNA de tipo
aminoxi (4’'-CH,-O-N(R)-2’); (E) BNA de tipo oxiamino (4'-
CH,-N(R) -0-2"); (F) BNA de tipo metil (metilenoxi) (4" -
CH(CH3) -0-2’) (también denominado etilo restringido o cEt);
(G) BNA de tipo metilenotio (4’-CH,-S-2'); (H) BNA de tipo
metilenoamino (4’ -CH,-N(R)-2"); (I) BNA de tipo
metilcarbociclico (4’ -CH,-CH(CH3)-2"); (J) BNA de tipo c-
MOE (4'-CH,-OMe-2’) y (K) BNA de tipo propilenocarbociclico

(4'-(CHz)3-2"), segun se muestra a continuacién.
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donde Bx es un resto de tipo nucleobase y R es,

independientemente H, un grupo protector o alquilo C;-Ci,.
En ciertas realizaciones, un nucledésido modificado en
la posicidén 2’ comprende un grupo sustituyente en la posicidn
2" seleccionado entre halo, alilo, amino, azido, SH, CN, OCN,
CFs, OCFs3, O-, S- o N(Ryp)-alguilo; O-, S-, o N(Ry) -alquilo;
O-, S- o N(Rp) —alquinilo; O-alquilenil-O-algquilo, algquinilo,
alcarilo, aralquilo, O-alcarilo, O-aralquilo, O(CH;),SCHj;, O-
(CH2) 2=O-N(Rp) (Rp) o O-CHy;-C(=0)-N(Rp) (Ry), donde cada Rn v Ry
es, independientemente, H, un grupo protector de aminas o un
alquilo C;-Ci;9 sustituido o no sustituido. Estos grupos
sustituyentes en la posicidén 2’ pueden estar sustituidos
adicionalmente con uno o) mas grupos sustituyentes
seleccionados independientemente entre hidroxilo, amino,

alcoxi, carboxi, bencilo, fenilo, nitro (NO3) , tiol,
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ticalcoxi (S-alquilo), haldgeno, alquilo, arilo, alqgquenilo
y alquinilo.

En ciertas realizaciones, un nucledésido modificado en
la posicidén 2’ comprende un grupo sustituyente en la posicidn
2’ seleccionado entre F, NH,;, N3, OCF3, O-CHsz, O(CH;)3NH;, CHy-
CH=CH,;, 0O-CH,-CH=CH,;, OCH,CH,0OCHs, O(CH;),SCHs, 0O-(CH;),-0-
N (Rn) (Rp), —-O(CHy),0(CH;,)2N(CHs), y acetamida N-sustituida (O-
CH,-C (=0) -N (Rp) (R,) donde cada R, y R, son, independientemente
H, un grupo protector de aminas o un alquilo C;-Cjg sustituido
0 no sustituido.

En ciertas realizaciones, un nucledésido modificado en
la posicidén 2’ comprende un grupo sustituyente en la posicidn
27 seleccionado entre F, OCF;  0O-CHs;, OCH,CH,OCHs;, 2'-
O (CHz) 2SCH3, O-(CHz)2-O-N(CHz)2, -O(CH2)20(CH2)2N(CH3)2 y O-CHz-
C(=0)-N(H) CH;.

En ciertas realizaciones, un nucledésido modificado en
la posicidn 2’ comprende un grupo sustituyente en la posicidn
2’ seleccionado entre F, O-CH; y OCH,CH,OCHs;.

En ciertas realizaciones, un nucledésido que comprende
un resto de tipo azlGcar modificado es un nucledsido
modificado de tipo 4’-tio. En ciertas realizaciones, un
nucledsido que comprende un resto de tipo azucar modificado
es un nucledésido modificado de tipo 4’-tio-2’. Un nucledsido
modificado de tipo 4’-tio tiene un B-D-ribonucledbdésido donde
el 4’-0 ha sido reemplazado por 4’-S. Un nuclebdsido con una
modificacién de tipo 4’'-tio-2’ es un nucledsido modificado
de tipo 4’'-tio en el que el grupo 2’'-0OH ha sido reemplazado
por un grupo sustituyente en la posicidén 2’. Los grupos
sustituyentes en la posicidén 2’ adecuados incluyen 2'-0CHs,

2'-0- (CHQ) 2—OCH3 Y 2'-F.
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En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
(0 una regidén de un oligonucledtido modificado) comprende
una o méds modificaciones internucleosidicas. En ciertas
realizaciones, cada enlace internucleosidico de un
oligonucledbétido es un enlace internucleosidico modificado.
En ciertas realizaciones, un enlace internucleosidico
modificado comprende un atomo de fésforo.

En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
comprende al menos un enlace internucleosidico de tipo
fosforotioato. En ciertas realizaciones, cada enlace
internucleosidico de una regién de un oligonucledtido
modificado es un enlace internucleosidico de tipo
fosforotioato.

En ciertas realizaciones, un enlace internucleosidico
modificado no comprende un atomo de fésforo. En ciertas
realizaciones, un enlace internucleosidico estd formado por
un enlace internucleosidico con un alquilo de cadena corta.
En ciertas realizaciones, un enlace internucleosidico estéa
formado por un enlace internucleosidico con un cicloalquilo.
En ciertas realizaciones, un enlace internucleosidico estéa
formado por un enlace internucleosidico mixto con un alquilo
y un heterodtomo. En ciertas realizaciones, un enlace
internucleosidico esté formado por un enlace
internucleosidico mixto con un cicloalgquilo y un heterodtomo
En ciertas realizaciones, un enlace internucleosidico estéa
formado por uno o) mas enlaces internucleosidicos
heteroatdédmicos de cadena corta. En ciertas realizaciones, un
enlace internucleosidico estd formado por uno o mas enlaces
internucleosidicos heterociclicos. En ciertas realizaciones,

un enlace internucleosidico tiene un esqueleto de tipo amida.
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En ciertas realizaciones, un enlace internucleosidico tiene
partes componentes mixtas de N, O, S y CHs.

En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
comprende una o mas nucleobases modificadas.

En ciertas realizaciones, una nucleobase modificada se
selecciona entre 5-hidroximetilcitosina, 7-desazaguanina y
7-desazaadenina. En ciertas realizaciones, una nucleobase
modificada se selecciona entre 7-desazaadenina, 7-
desazaguanosina, Z2-aminopiridina y 2-piridona. En ciertas
realizaciones, una nucleobase modificada se selecciona entre
pirimidinas sustituidas en la posicidén 5, 6-azapirimidinas
y purinas con sustituciones de tipo N-2, N-6 y 0-6, Jque
incluyen la 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-
propinilcitosina.

En cilertas realizaciones, una nucleobase modificada
comprende un heterociclo policiclico. En ciertas
realizaciones, una nucleobase modificada comprende un
heterociclo triciclico. En ciertas realizaciones, una
nucleobase modificada comprende un derivado de fenoxazina.
En ciertas realizaciones, la fenoxazina se puede modificar
adicionalmente para formar una nucleobase conocida en 1la
técnica como G-clamp.

En ciertas realizaciones, un oligonucledétido modificado
comprende uno O mas grupos estabilizadores que estan
enlazados a uno o a ambos extremos de un oligonucledtido
para mejorar propiedades tales como, por ejemplo, la
estabilidad frente a nucleasas. Entre los grupos
estabilizadores se incluyen las estructuras de Dbloqueo.
Estas modificaciones terminales protegen a un
oligonucledétido frente a la degradacién por parte de

exonucleasas y pueden propiciar el suministro vy/o la
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ubicacién en una célula. El1l grupo de blogqueo puede estar
presente en el extremo 5' (grupo de bloqueo en 5') o en el
extremo 3' (grupo de blogqueo en 3') o puede estar presente
en ambos extremos. Las estructuras de bloqueo incluyen, por
ejemplo, grupos de bloqueo abasicos de tipo desoxi invertidos.

Las estructuras de bloqueo adecuadas incluyen un 4’,5' -
metilenonucledétido, un 1-(beta-D-eritrofuranosil)nucledtido
un 4’ -tionucledétido, un nucledtido carboxilico, un 1,5-
anhidrohexitolnucledétido, un L-nucledétido, un alfa-
nucledétido, un nucledtido con una base modificada, un enlace
de tipo fosforoditiocato, un treo-pentofuranosilnucledtido,
un 37,4’ -sec-nucledtido aciclico, un 3,4-
dihidroxibutilnucledtido aciclico, un 3,5-
dihidroxipentilnuclebétido acicliclo, un resto de tipo
nucledétido con una inversidén 3'-3', un resto abasico con una
inversién 3'-3', un resto de tipo nucledétido con una
inversién 3'-2', un resto abadsico con una inversidén 3'-27,
un 1,4-butanodiolfosfato, un 3'-fosforamidato, un
hexilfosfato, un aminohexilfosfato, un 3'-fosfato, un 3'-
fosforotioato, un fosforoditioato, un resto de tipo
metilfosfonato puente y un resto de tipo metilfosfonato que
no es un puente 5'-aminocalquilfosfato, un 1,3-diamino-2-
propilfosfato, 3-aminopropilfosfato, un 6-aminohexilfosfato
un 1,2-aminododecilfosfato, un hidroxipropilfosfato, un
resto de tipo nuclebétido con una inversidén 5'-5', un resto
abasico con una inversién 5'-5', un 5'-fosforamidato, un 5'-
fosforotioato, un 5'-amino, un 5'-fosforoamidato puente y/o
que no hace de puente, un fosforoticato y un resto de tipo
5'-mercapto.

Ciertas composiciones farmacéuticas
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Cualquiera de los compuestos que se proporcionan en la
presente se pueden preparar como una composicién
farmacéutica. En algunas realizaciones, la composicidén
farmacéutica se prepara utilizando una sal farmacéuticamente
aceptable del compuesto. Las sales farmacéuticamente
aceptables a modo de ejemplo no limitante incluyen las de
sodio y potasio. En algunas realizaciones, una composicidn
farmacéutica comprende un compuesto que se proporciona en la
presente (que incluye una sal farmacéuticamente aceptable de
este) y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.
Los diluyentes a modo de ejemplo no limitante incluyen, por
ejemplo, agua estéril y solucidédn salina estéril, tal como
solucidén salina tamponada con fosfato (PBS). En algunas
realizaciones, una composicidén farmacéutica comprende una
sal farmacéuticamente aceptable de un compuesto que se
proporciona en la presente formulada en agua estéril.

En ciertas realizaciones, una composicidén farmacéutica
se administra en forma de una unidad de dosificacidén (p. ej.,
comprimido, cépsula, inyeccidn intravenosa rapida, etc.). En
algunas realizaciones, una composicién farmacéutica
comprende un compuesto que se proporciona en la presente con
una dosis comprendida en un intervalo seleccionado entre los
siguientes: de 25 mg a 800 mg, de 25 mg a 700 mg, de 25 mg
a 600 mg, de 25 mg a 500 mg, de 25 mg a 400 mg, de 25 mg a
300 mg, de 25 mg a 200 mg, de 25 mg a 100 mg, de 100 mg a
800 mg, de 200 mg a 800 mg, de 300 mg a 800 mg, de 400 mg a
800 mg, de 500 mg a 800 mg, de 600 mg a 800 mg, de 100 mg a
700 mg, de 150 mg a 650 mg, de 200 mg a 600 mg, de 250 mg a
550 mg, de 300 mg a 500 mg, de 300 mg a 400 mg y de 400 mg
a 600 mg. En ciertas realizaciones, tales composiciones

farmacéuticas comprenden un compuesto que se proporciona en
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la presente el cual estd presente con una dosis seleccionada
entre 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 y 800 mg. En ciertas
realizaciones de este tipo, una composicidén farmacéutica
comprende una dosis del compuesto que se proporciona en la
presente seleccionada entre 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 150
mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg,
700 mg y 800 mg.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
que comprende un compuesto que se proporciona en la presente
se administra con una dosis de 10 mg/kg o menos, 9 mg/kg o

menos, 8 mg/kg o menos, 7.5 mg/kg o menos, 7 mg/kg o menos,
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6.5 mg/kg o menos, 6 mg/kg o menocs, 5.5 mg/kg o menos, 5
mg/kg o menos, 4.5 mg/kg o menos, 4 mg/kg o menos, 3.5 mg/kg
o menos, 3 mg/kg o menos, 2.5 mg/kg o menos, 2 mg/kg o menos,
1.5 mg/kg o menos, 1 mg/kg o menos, 0.75 mg/kg o menos, 0.5
mg/kg o menos o 0.25 mg/kg o menos.

En ciertas realizaciones, un agente farmacéutico es un
compuesto liofilizado estéril que se reconstituye con un
diluyente adecuado, p. ej., agua estéril para inyeccidn o
solucidén salina estéril para inyeccidén. E1 producto
reconstituido se administra como una inyeccidédn subcuténea o
como una venoclisis intravenosa después de la dilucidn con
la solucidén salina. El1 producto farmacoldgico liofilizado
estd constituido por un compuesto que se ha preparado en
agua para inyeccidén o en solucidén salina para inyeccidn,
cuyo pH se ha ajustado a 7.0-9.0 con un &cido o una base
durante la preparacidén y a continuacién, se ha liofilizado.
El compuesto liofilizado puede ser 25-800 mg de un
oligonucledétido. Se sobreentiende que esto engloba 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 del oligonucledétido liofilizado
modificado. Ademds, en algunas realizaciones, el compuesto
liofilizado esta presente en una cantidad comprendida entre
25 mg y 800 mg, 25 mg y 700 mg, 25 mg y 600 mg, 25 mg y 500
mg, 25 mg y 400 mg, 25 mg y 300 mg, 25 mg y 200 mg, 25 mg y
100 mg, 100 mg y 800 mg, 200 mg y 800 mg, 300 mg y 800 mg,
400 mg y 800 mg, 500 mg y 800 mg, 600 mg y 800 mg, 100 mg y
700 mg, 150 mg y 650 mg, 200 mg y 600 mg, 250 mg y 550 mg,
300 mg yv 500 mg, 300 mg y 400 mg o 400 mg y 600 mg. EIL
producto farmacoldégico liofilizado puede estar empaguetado

en un vial de vidrio transparente de tipo I de 2 mL (tratado
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con sulfato de amonio), tapado con un tapdédn de caucho de
bromobutilo y sellado con un sello exterior de aluminio FLIP-
OFF®.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
que se proporciona en la presente comprende un compuesto en
una cantidad terapéuticamente eficaz. En ciertas
realizaciones, la cantidad terapéuticamente eficaz es
suficiente para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de
una enfermedad o para prolongar la supervivencia del sujeto
que se estd tratando. Los expertos en la técnica son
sobradamente capaces de determinar una cantidad
terapéuticamente eficaz.

En ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas que se proporcionan en la presente pueden
contener ademas otros componentes adjuntos presentes
tradicionalmente en las composiciones farmacéuticas, con sus
niveles de utilizacidén establecidos en la técnica. Por 1o
tanto, por ejemplo, las composiciones pueden contener
materiales adicionales compatibles farmacéuticamente activos
tales como, por ejemplo, agentes antipruriginosos,
astringentes, anestésicos 1locales o antiinflamatorios o
pueden contener materiales adicionales UGtiles para formular
fisicamente diversas formas farmacéuticas de las
composiciones de la presente invencidén tales como tintes,
agentes saborizantes, conservantes, antioxidantes,
opacificantes, agentes espesantes y estabilizadores. Sin
embargo, los materiales, cuando se afiaden, no deberian
interferir indebidamente con las actividades bioldgicas de
los componentes de las composiciones de la presente invencidn
Las formulaciones se pueden esterilizar vy, si se desea,

mezclar con agentes auxiliares, P. ej., lubricantes,
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conservantes, estabilizadores, agentes humectantes,
emulsionantes, sales para influir en la presién osmdédtica,
tampones, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromaticas
y similares gque no interaccionen negativamente con el

oligonucleétido o los oligonucledtidos de la formulacidn.

Se han utilizado restos lipidicos en terapias con acidos
nucleicos en diversos métodos. En un método, el &cido
nucleico se introduce en complejos lipoplex o liposomas
preformados compuestos por mezclas de lipidos catidnicos y
lipidos neutros. En otro método, se forman los complejos de
ADN con lipidos mono- o policatidénicos sin la presencia de
un lipido neutro. En ciertas realizaciones, se selecciona un
resto lipidico para aumentar la distribucidén de un agente
farmacéutico en una célula o tejido concreto. En ciertas
realizaciones, se selecciona un resto lipidico para aumentar
la distribucidén de un agente farmacéutico en el tejido
adiposo. En ciertas realizaciones, se selecciona un resto
lipidico para aumentar la distribucién de un agente
farmacéutico en el tejido muscular.

En ciertas realizaciones, se utiliza INTRALIPID para
preparar una composicién farmacéutica que comprende un
oligonucledétido. Intralipid es una emulsidén grasa preparada
para la administracién intravenosa. Estd compuesta por un
10% de aceite de soja, un 1.2% de fosfolipidos de yema de
huevo, un 2.25% de glicerina y agua para inyeccidén. Ademés,
se ha afiadido hidréxido de sodio para ajustar el pH de manera
que el pH del producto final esté comprendido entre 6 y 8.9.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un compuesto de

poliamina o un resto lipidico complejado con un Aacido



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 155 - PCT/US2015/043926

nucleico. Tales preparaciones se describen en la publicacién
PCT WO/2008/042973, que se incorpora a la presente por
referencia en su totalidad para la divulgacién de
preparaciones lipidicas. Ciertas preparaciones adicionales
se describen en Akinc et al., Nature Biotechnology 26, 561
- 569 (1 de mayo de 2008), que se incorpora a la presente
por referencia en su totalidad para la divulgacidén de
preparaciones lipidicas.

En ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas proporcionadas en la presente comprenden uno
o mas compuestos y uno O mas excipientes. En ciertas
realizaciones de este tipo, los excipientes se seleccionan
entre agua, soluciones salinas, alcohol, polietilenglicoles,
gelatina, lactosa, amilasa, estearato de magnesio, talco,
acido silicico, parafina viscosa, hidroximetilcelulosa vy
polivinilpirrolidona.

En ciertas realizaciones, una composicidén farmacéutica
proporcionada en la presente se prepara utilizando técnicas
conocidas que incluyen, sin caréacter limitante, procesos de
mezcla, disolucidén, granulacidén, preparacién de grageas,
desleido, emulsidén, encapsulacidén, atrapamiento o generacidn
de comprimidos.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente es un liquido (p. ej., una
suspensidén, elixir vy/o solucidén). En ciertas de tales
realizaciones, se ©prepara una composicién farmacéutica
liqguida utilizando ingredientes conocidos en la técnica que
incluyen, sin caracter limitante, agua, glicoles, aceites,
alcoholes, agentes saborizantes, conservantes vy agentes

colorantes.
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En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente es un sélido (p. ej., un polvo,
un comprimido y/o céapsula). En ciertas de tales realizaciones
se prepara una composicidédn farmacéutica sbdlida que comprende
uno o mas oligonucledétidos utilizando ingredientes conocidos
en la técnica que incluyen, sin caracter limitante, almidones
azlcares, diluyentes, agentes de granulacidn, lubricantes,
aglutinantes y agentes desintegrantes.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente se formula como una preparacidn
de absorcidén lenta. Ciertas preparaciones de absorcidén lenta
de este tipo tienen un modo de accidén normalmente mas
prolongado que las preparaciones gque no son de absorcién
lenta. En ciertas realizaciones, tales preparaciones se
administran mediante implantacidén (por ejemplo, de manera
subcutanea o intramuscular) o mediante inyeccién
intramuscular. En ciertas realizaciones, las preparaciones
de absorcién lenta se preparan utilizando materiales
poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, una
emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio
iénico o como derivados moderadamente solubles, por ejemplo,
cémo sales moderadamente solubles.

En ciertas realizaciones, una composicidén farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un sistema de
suministro. Los ejemplos de sistemas de suministro incluyen,
sin carécter limitante, liposomas y emulsiones. Ciertos
sistemas de suministro son TUtiles para preparar ciertas
composiciones farmacéuticas incluidas las que comprenden
compuestos hidréfobos. En ciertas realizaciones, se utilizan
ciertos disolventes orgadnicos tales como sulfdéxido de

dimetilo.

14
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En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente comprende una o mas moléculas
de suministro especifico al tejido disefiadas para
suministrar el compuesto o los compuestos proporcionados en
la presente a tipos celulares o tejidos especificos. Por
ejemplo, en cilertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas incluyen liposomas recubiertos con un
anticuerpo especifico de un tejido.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente comprende un sistema
codisolvente. Ciertos de tales sistemas codisolventes
comprenden, por ejemplo, alcohol bencilico, un surfactante
no polar, un polimero organico miscible con agua y una fase
acuosa. En cilertas realizaciones, tales sistemas
codisolventes se utilizan para los compuestos hidrdéfobos. Un
ejemplo no limitante de un sistema codisolvente de este tipo
es el sistema codisolvente VPD, el cual es una solucidn de
etanol absoluto que comprende un 3% p/v de alcohol bencilico,
un 8% p/v del surfactante no polar Polysorbate 80™ y un 65%
de polietilenglicol 300. Las proporciones de tales sistemas
codisolventes pueden variar considerablemente sin alterar de
manera significativa sus caracteristicas de solubilidad vy
toxicidad. Ademés, la identidad de los componentes
codisolventes puede variar: por ejemplo, se pueden utilizar
otros surfactantes en lugar de Polysorbate 80™; el tamafio de
la fraccién de polietilenglicol puede variar; otros
polimeros biocompatibles pueden reemplazar al
polietilenglicol, p. ej., polivinilpirrolidona; vy otros
azlucares o polisacaridos pueden sustituir la dextrosa.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica

proporcionada en la presente comprende un sistema de
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liberacién prolongada. Un ejemplo no limitante de un sistema
de liberacién prolongada de este tipo es una matriz
semipermeable de polimeros hidréfobos sélidos. En ciertas
realizaciones, los sistemas de liberacidén prolongada pueden
liberar los agentes farmacéuticos a lo largo de un periodo
de horas, dias, semanas o meses dependiendo de su naturaleza
quimica.

En ciertas realizaciones, una composicién farmacéutica
proporcionada en la presente se prepara para la
administracidén oral. En cilertas de tales realizaciones, se
formula una composicidén farmacéutica combinando uno o méas
compuestos que comprenden un oligonucledétido modificado con
uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables. Ciertos
de tales portadores posibilitan formular las composiciones
farmacéuticas como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas,
liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas, suspensiones
y similares para la ingesta oral por parte de un sujeto. En
ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas para
uso oral se obtienen mezclando un oligonucledétido y uno o
méds excipientes sbélidos. Los excipientes adecuados incluyen,
sin cardcter limitante, materiales de relleno tales como
azucares, incluida la lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol;
preparados de celulosa tales como, por ejemplo, almiddédn de
maiz, almiddén de trigo, almiddn de arroz, almiddn de papa,
gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio
y/o polivinilpirrolidona (PVP). En ciertas realizaciones,
opcionalmente, una mezcla de este tipo se muele v,
opcionalmente, se afiaden auxiliares. En ciertas
realizaciones, las composiciones farmacéuticas se forman

para obtener nlcleos de grageas o comprimidos. En ciertas
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realizaciones, se afiaden agentes desintegrantes (p. ej.,
polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una
sal de este, tal como alginato de sodio).

En ciertas realizaciones, los nucleos de grageas se
proporcionan con recubrimientos. En ciertas realizaciones de
este tipo, se pueden utilizar soluciones concentradas de
azucar, las cuales pueden contener opcionalmente goma
arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol,
polietilenglicol y/o didéxido de titanio, soluciones en laca
y disolventes o mezclas de disolventes organicos adecuados.
Se pueden afiadir pigmentos o tintes a los recubrimientos de
grageas o comprimidos.

En ciertas realizaciones, las composiciones
farmacéuticas para la administracidén oral son capsulas duras
hechas de gelatina. Ciertas de tales <céapsulas duras
comprenden uno o mas agentes farmacéuticos de la presente
invencidén mezclados con uno o mas materiales de relleno tales
como lactosa, aglutinantes tales como almidones y/o
lubricantes tales como talco o estearato de magnesio vy,
opcionalmente, estabilizadores. En ciertas realizaciones,
las composiciones farmacéuticas para la administracidén oral
son céapsulas Dblandas selladas hechas de gelatina y un
plastificante, tal como glicerol o sorbitol. En ciertas
cédpsulas blandas, se disuelven o suspenden uno o mas agentes

farmacéuticos de la presente invencidén en liquidos adecuados

tales como aceites grasos, parafina liquida o
polietilenglicoles ligquidos. Ademas, se pueden afiadir
estabilizadores.

En ciertas realizaciones, las composiciones

farmacéuticas se preparan para la administracién bucal.
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Ciertas de tales composiciones farmacéuticas son comprimidos
o pastillas para chupar formulados de manera tradicional.
En ciertas realizaciones, se prepara una composiciédn
farmacéutica para la administracién por inyeccidén (p. ej.,
intravenosa, subcutédnea, intramuscular, etc.). En ciertas de
tales realizaciones, una composicidén farmacéutica comprende
un portador y se formula en solucidn acuosa tal como agua o
tampones fisioldgicamente compatibles tales como la solucidn
de Hanks, la solucidén de Ringer o tampdn salino fisioldgico.
En ciertas realizaciones, se incluyen otros ingredientes (p.
ej., ingredientes que facilitan la solubilidad o acttan como
conservantes) . En ciertas realizaciones, se preparan
suspensiones inyectables utilizando agentes de suspensidn,
portadores liquidos adecuados y similares. Ciertas
composiciones farmacéuticas para inyeccidn se presentan en
una forma farmacéutica unitaria, p. ej., en ampollas o en
envases multidosis. Ciertas composiciones farmacéuticas para
inyeccidén son suspensiones, soluciones o emulsiones en
vehiculos oleosos o acuosos y pueden contener agentes para
la formulacidén tales como agentes de suspensién,
estabilizacidén y/o suspensidn. Ciertos disolventes adecuados
para su uso en las composiciones farmacéuticas para inyeccioén
incluyen, sin caracter limitante, disolventes lipdéfilos vy
aceites grasos tales como aceite de sésamo, ésteres de acidos
grasos sintéticos tales como oleato de etilo o triglicéridos
y liposomas. Las suspensiones para inyeccidédn acuosas pueden
contener sustancias que aumentan la viscosidad de 1la
suspensién tales como carboximetilcelulosa de sodio,
sorbitol o dextrano. Opcionalmente, tales suspensiones

pueden contener también estabilizadores adecuados o agentes
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que aumentan la solubilidad de los agentes farmacéuticos vy
permiten la preparacidén de soluciones sumamente concentradas.

En ciertas realizaciones, se prepara una composicidn
farmacéutica para la administracidén transmucosa. En ciertas
de tales realizaciones se wutilizan en la formulacidn
penetrantes apropiados para la barrera que se ha de atravesar.
Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones, se proporciona una
composicidén que comprende un compuesto como se describe en
la presente, donde el nivel de viscosidad es inferior a 60
cP. En algunas realizaciones, la composicién tiene un nivel
de viscosidad inferior a 50 cP. En algunas realizaciones, la
composicidén tiene un nivel de viscosidad inferior a 40 cP.
En algunas realizaciones, la composicidén tiene un nivel de
viscosidad inferior a 30 cP. En algunas realizaciones, la
composicidén tiene un nivel de viscosidad inferior a 20 cP.
En ciertas realizaciones, un nivel de viscosidad inferior a
20 cP permite una concentracidén del compuesto de
aproximadamente 200 mg/mL la cual, en algunas realizaciones,
es adecuada para la inyeccidén subcuténea.

En ciertas realizaciones, uno O mas compuestos
proporcionados en la presente se administran como un
profdrmaco. En ciertas realizaciones, tras la administracién
in vivo, un profarmaco se convierte quimica o enzimaticamente
en la forma mds activa terapéutica, farmacéutica o
bioldégicamente de un oligonucledétido. En ciertas
realizaciones, los profdrmacos son Utiles debido a gque son
mas féaciles de administrar que 1la correspondiente forma
activa. Por ejemplo, en ciertos casos, un profarmaco puede
tener una biodisponibilidad mayor (p. ej., mediante la

administracién oral) que la de la correspondiente forma
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activa. En ciertas realizaciones, los profarmacos poseen una
capacidad de transmisidén superior a través de las membranas
celulares. En ciertas realizaciones, un profadrmaco facilita
el suministro de un oligonucledétido modificado al tipo
celular, tejido u 6érgano deseado. En ciertas realizaciones,
un profarmaco es un compuesto que comprende un
oligonucledétido modificado conjugado. En ciertos casos, un
profdrmaco puede tener una mejor solubilidad en comparacidén
con la correspondiente forma activa. En ciertas
realizaciones, los profarmacos son menos solubles en agua
que la correspondiente forma activa. En ciertas
realizaciones, un profadrmaco es un éster. En ciertas
realizaciones de este tipo, el éster se hidroliza
metabdélicamente para obtener el &acido carboxilico tras la
administracidén. En ciertos casos, el acido carboxilico que
contiene el compuesto es la correspondiente forma activa. En
ciertas realizaciones, un profarmaco comprende un péptido
corto (poliaminoadcido) unido a un grupo acido. En ciertas de
tales realizaciones, el ©péptido se escinde tras la
administracién para formar la correspondiente forma activa.

En ciertas realizaciones, se produce un profarmaco
modificando un compuesto farmacéuticamente activo de manera
que el compuesto activo se regenere tras la administraciédén
in vivo. El1 profdrmaco se puede disefiar 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 y/o para
alterar otras caracteristicas o propiedades de un farmaco.
En virtud de sus conocimientos sobre los procesos
farmacodindmicos y el metabolismo del farmaco in vivo, los

expertos en la técnica pueden disefiar profarmacos del
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compuesto una vez que se conoce el compuesto
farmacéuticamente activo (remitase a, p. ej., Nogrady (1985)
Medicinal Chemistry A Biochemical Approach, Oxford
University Press, Nueva York, paginas 388-392). En ciertas
realizaciones, un profdrmaco es un compuesto que comprende
un oligonucledétido modificado unido a un resto conjugado de
manera tal que permita la escisidén del resto conjugado y la
regeneracién del oligonucledtido modificado  tras la
administracién in vivo. Un compuesto que comprende un
oligonuclebétido modificado wunido a un resto conjugado
escindible tal como, por ejemplo, un compuesto de estructura
B, C, D, (I) o (II) descrito en la presente, puede liberar
el oligonucledétido modificado en su forma no conjugada tras
la administracidén in vivo.

Ciertas vias de administracidn

En ciertas realizaciones, la administracidén a un sujeto
comprende la administracidn parenteral. En ciertas
realizaciones, la administracidén a un sujeto comprende la
administracién intravenosa. En ciertas realizaciones, la
administracién a un sujeto comprende la administracién
subcutéanea.

En ciertas realizaciones, la administracidén a un sujeto
comprende la administracidén intraarterial, pulmonar, oral,
rectal, transmucosa, intestinal, enteral, toépica,
transdérmica, en supositorios, intratecal, intraventricular,
intraperitoneal, intranasal, intraocular, intramuscular,
intramedular e intratumoral.

Ciertas terapias adicionales

Los tratamientos para los trastornos metabdlicos pueden
comprender mas de una terapia. Por tanto, en ciertas

realizaciones, la presente invencidén proporciona métodos
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para tratar trastornos metabdlicos que comprenden
administrar a un sujeto que lo necesite un compuesto gque
comprende al menos una regidn complementaria a miR-103 y/o
miR-107, o un precursor de esta, y qgque comprende ademés
administrar al menos un agente farmacéutico adicional.

En ciertas realizaciones, el agente farmacéutico
adicional es un agente hipoglucemiante.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
un agonista de PPAR (de tipo gamma, dual o pan), un inhibidor
de la dipeptidil-peptidasa (IV), un anadlogo de GLP-I (tal
como albiglutida (Eperzan®, GSK)), insulina o un andlogo de
insulina, un secretagogo de insulina, un inhibidor de SGLTZ,
un andlogo de amilina humana, una biguanida, un inhibidor de
alfa-glucosidasa, una meglitinida, una tiazolidinodiona o
una sulfonilurea.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
una insulina de accidén prolongada, tal como la insulina
glargina (Lantus®, Sanofi-Aventis) o la insulina detemir
(Levemir®, Novo Nordisk). En ciertas realizaciones, una
terapia adicional comprende una bomba de insulina.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
un andlogo de GLP-I. En ciertas realizaciones, el andlogo de
GLP-I es exendina-4 o liraglutida.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
una sulfonilurea. En ciertas realizaciones, la sulfonilurea
es acetohexamida, clorpropamida, tolbutamida, tolazamida,
glimepirida, una glipizida, una gliburida o una glicazida.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
una biguanida. En ciertas realizaciones, la biguanida es
metformina. En ciertas realizaciones, los niveles de glucosa

en sangre disminuyen sin un aumento de la acidosis léactica
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en comparacién con la acidosis léactica observada tras el
tratamiento solamente con metformina.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
una meglitinida. En ciertas realizaciones, la meglitinida es
nateglinida o repaglinida.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
una tiazolidinodiona. En ciertas realizaciones, la
tiazolidinodiona es pioglitazona, rosiglitazona o)
troglitazona. En ciertas realizaciones, los niveles de
glucosa en sangre disminuyen sin un aumento en peso superior
al observado con el tratamiento solamente con rosiglitazona.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
un inhibidor de la alfa-glucosidasa. En ciertas
realizaciones, el 1inhibidor de 1la alfa-glucosidasa es
acarbosa o miglitol.

En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es
un oligonucledétido antisentido que tiene como diana PTPI1B.
En ciertas realizaciones, el agente hipoglucemiante es un
oligonucledétido antisentido que tiene como diana SGLTZ2.

En ciertas realizaciones, una terapia adicional es un
agente contra la obesidad. En ciertas realizaciones, un
agente contra la obesidad es Orlistat, Sibutramine o
Rimonabant.

En una cierta realizacidén, la terapia adicional es un
cambio terapéutico del estilo de wvida. En ciertas
realizaciones, el cambio terapéutico del estilo de vida
incluye una pauta de ejercicios y/o dieta.

En ciertas realizaciones, la dosis de un agente
farmacéutico adicional es la misma que la dosis que se
administraria si el agente farmacéutico adicional se

administrara solo.
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En ciertas realizaciones, la dosis de un agente
farmacéutico adicional es menor gque la dosis que se
administraria si el agente farmacéutico adicional se
administrara solo. En ciertas realizaciones, la dosis de un
agente farmacéutico adicional es mayor que la dosis que se
administraria si el agente farmacéutico adicional se
administrara solo.

Los ejemplos adicionales de agentes farmacéuticos
incluyen, sin caréacter limitante, corticosteroides incluida,
sin caracter limitante, la prednisona; inmunoglobulinas
incluida, sin caracter limitante, la inmunoglobulina
intravenosa (IVIg); analgésicos (p. ej., acetaminofeno);
agentes antiinflamatorios incluidos, sin carédcter limitante,
los farmacos antiinflamatorios no esteroides (p. e3j.,
ibuprofeno, inhibidores de COX-I e inhibidores de COX-2);
salicilatos; antibidéticos; antivirales; agentes antiftingicos;
agentes antidiabéticos (p. ej., biguanidas, inhibidores de
glucosidasas, insulinas, sulfonilureas y tiazolidenodionas);
modificadores adrenérgicos; diuréticos; hormonas (p. ej.,
esteroides anabdélicos, andrdgeno, estrdgeno, calcitonina,
progestina, somatostano % hormonas tiroideas);

inmunomoduladores; relajantes musculares; antihistaminas;

agentes para la osteoporosis (p. ej., bifosfonatos,
calcitonina y estrbdgenos) ; prostaglandinas, agentes
antineoplésicos; agentes psicoterapéuticos, sedantes;

productos para el roble venenoso o el zumague VeENnenoso;
anticuerpos y wvacunas.

En ciertas realizaciones, una terapia adicional es una
terapia hipolipidemiante. En ciertas realizaciones de este

tipo, una terapia hipolipidemiante es un cambio terapéutico
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del estilo de vida. En ciertas realizaciones de este tipo,
una terapia hipolipidemiante es la aféresis de LDL.

Ciertos kits

Cualquier compuesto proporcionado en la presente puede
estar presente en un kit. El1 kit también puede contener
instrucciones para el uso de un compuesto proporcionado en
la presente. En algunas realizaciones, un compuesto
proporcionado en la presente puede estar presente dentro de
un vial. Se puede presentar una pluralidad de viales, tales
como 10, por ejemplo, en paquetes dispensadores. En algunas
realizaciones, se fabrica el vial de manera que se pueda
acceder a él con una jeringuilla.

En algunas realizaciones, los kits se pueden utilizar
para la administracidédn de un compuesto proporcionado en la
presente a un sujeto. En tales casos, ademéds de un compuesto
proporcionado en la presente, el kit puede comprender ademéas
uno o mas de los siguientes: jeringuilla, hisopo con alcohol,
bola de algoddén y/o protector de gasa. En algunas
realizaciones, los compuestos pueden estar presentes en una
jeringuilla rellenada previamente (tal como Jjeringuillas de
una Unica dosis con, por ejemplo, una aguja de calibre 27,
¥ pulgada con una proteccidén para la aguja) en lugar de en
un vial. Se puede presentar una pluralidad de jeringuillas
rellenadas previamente, tales como 10, por ejemplo, en
paquetes dispensadores. El1 kit también puede contener
instrucciones para administrar los compuestos.

Ciertos modelos experimentales

En ciertas realizaciones, la presente invencién
proporciona métodos para utilizar y/o estudiar los
compuestos de la presente invencién en un modelo experimental.

Los expertos en la técnica son capaces de seleccionar vy
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modificar los protocolos de tales modelos experimentales
para evaluar un agente farmacéutico de la invenciédn.

Por lo general, los compuestos se estudian primero en
células cultivadas. Los tipos celulares adecuados incluyen
los que estédn relacionados con el tipo celular al cual se
desea suministrar un compuesto in vivo. Por ejemplo, 1los
tipos celulares adecuados para el estudio de los métodos
descritos en la presente incluyen hepatocitos primarios,
adipocitos primarios, preadipocitos, adipocitos
diferenciados, células HepG2, células Huh7, células Hep3b,
SNU449, 3T3L1 y células C2Cl2 (mioblastos murinos).

En ciertas realizaciones, la medida en la cual un
compuesto interfiere con la actividad de un miARN se evalua
en células cultivadas. En ciertas realizaciones, la
inhibicién de 1la actividad del miARN se puede evaluar
midiendo los niveles del miARN. Como alternativa, se puede
medir el nivel de un miARN diana predicho o validado. La
inhibicidén de la actividad del miARN puede dar como resultado
el aumento en el miARN y/o la proteina de un miARN diana.
Ademds, en ciertas realizaciones, se pueden medir ciertas
consecuencias fenotipicas. Por ejemplo, las consecuencias
fenotipicas adecuadas incluyen la sefializacién de la
insulina.

Los modelos experimentales en animales adecuados para
estudiar los métodos descritos en la presente incluyen:
ratones ob/ob (modelo para la diabetes, obesidad vy
resistencia a la insulina), ratones db/db (un modelo para la
diabetes, obesidad y resistencia a la insulina), ratones
C57B1l6/J alimentados con una dieta rica en grasas, ratones

KKay, modelos en ratones basados en NZO, modelos en ratones
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diabéticos inducidos qguimicamente, ratas diabéticas Zucker
y ratones transgénicos aP2-SREBRP.

Ciertos ensayos de cuantificaciodn

Los efectos de un compuesto sobre la actividad de su
ARN o sus ARN diana se pueden evaluar mediante varios métodos
conocidos en la técnica. En cilertas realizaciones, se
utilizan estos métodos para cuantificar los niveles de
microARN en células o tejidos in vitro o in vivo.

En ciertas realizaciones, los cambios en los niveles
y/o actividad diana se miden mediante anédlisis con
micromatrices. En ciertas realizaciones, los cambios en los
niveles vy/o actividad diana se miden con uno de varios

ensayos de PCR comercializados tales como el ensayo de

MicroARN TagMan® (Applied Biosystems) .

La actividad in vitro de los compuestos anti-miR se
puede evaluar utilizando un ensayo en un cultivo celular de
luciferasa. En este ensayo, se genera un sensor de microARN
con luciferasa para que contenga uno o mas sitios de unidn
del microARN y un gen de luciferasa. Cuando el microARN se
une a su sitio andlogo en el constructo del sensor con
luciferasa, se suprime la expresién de la luciferasa. Cuando
se introduce el anti-miR apropiado en las células, este se
une al microARN diana y mitiga la supresidén de la expresidn
de luciferasa. Por tanto, en este ensayo los anti-miR que
son inhibidores eficaces del anti-miR de interés provocaran
un incremento en la expresién de la luciferasa.

La actividad de los compuestos anti-miR se puede evaluar
midiendo el nivel de mARN y/o proteina de una diana de un
microARN. Un microARN se une a su sitio andlogo dentro de
uno o mas ARN diana, lo que conlleva la supresidén de un ARN

diana, por lo tanto la inhibicidén del microARN da como
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resultado un aumento en el nivel del mARN y/o proteina de
una diana del microARN (es decir, desrepresidn) . La
desrepresidén de uno o més ARN diana se puede medir in vivo
o 1in vitro.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de
ilustrar en mayor grado algunas realizaciones de la invencién.
Sin embargo, no deben considerarse de ninguna manera CcoOmo
limitantes del amplio alcance de la invencién.

Los expertos en la técnica adoptaradn facilmente 1los
principios subyacentes a este descubrimiento para disefilar
diversos compuestos sin alejarse de la naturaleza de la
presente invencidn.

Cuando se proporcione, la significacidn estadistica se
define de la siguiente manera: **** = valor de p < 0.0001;
*** = valor de p entre 0.0001 y 0.001; ** = valor de p entre
0.001 yv 0.01; * = valor de p entre 0.01 y 0.05.

A lo largo de los ejemplos, a menos que se indique 1lo
contrario, las dosificaciones o concentraciones de 1los
compuestos conjugados se refieren a la cantidad del compuesto
entero y no a una porcidén de este. Por ejemplo, una dosis de
5 mg/kg se refiere a 5 mg del oligonucledétido modificado
conjugado por kg de peso corporal.

Ejemplo 1: Cribado del compuesto anti-miR-103/107

Estudios previos han estudiado un compuesto anti-miR-
103/107 con una modificacidén de tipo 2'-OMe conjugado de
colesterol en modelos en ratones de sensibilidad a 1la
insulina y tolerancia a la glucosa alteradas. Aunque se
observé una eficacia en el tratamiento con este compuesto,
la dosis requerida para conseguir la eficacia fue elevada y

también requiridé administracién intravenosa la cual es
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potencialmente inconveniente para el tratamiento de una
enfermedad crénica tal como la diabetes. Investigaciones
adicionales han estudiado un compuesto anti-miR-103/107 con
una modificacidén de tipo 2'-MOE/2'-fluoro, sin embargo, los
compuestos que comprenden modificaciones de tipo 2'-fluoro
pueden provocar una estimulacién inmunitaria cuando se
administran a los animales. Teniendo en cuenta gue un agente
terapéutico debe ser eficaz, seguro y cdémodo de administrar,
se realizd un cribado para identificar compuestos anti-miR-
103/107 qgue sean agentes terapéuticos candidato. Se
evaluaron varias propiedades incluidas la eficacia en
modelos de resistencia a la insulina y diabetes, reactividad
cruzada con microANR con una secuencia relacionada,
estimulacién de la inflamacidn, viscosidad y ©perfil
farmacocinético.

Se diseflaron cientos de compuestos que tenian una
composicién quimica y longitudes variables. Los compuestos
se estudiaron en varios ensayos para evaluar la actividad
inhibidora in vitro, viabilidad celular in vitro,
estabilidad metabdlica (es decir, resistencia a la actividad
endonucleasa en un lisado hepéatico), actividad
inmunoestimuladora in vivo (medida segUin una induccidn 1in
vivo de IFIT y/o OASL), viscosidad, eficacia en modelos de
enfermedades relevantes, seguridad y farmacocinética. De los
cientos de compuestos que se diseflaron, Unicamente unos pocos
compuestos cumplieron los criterios de seleccidn para todas
las propiedades evaluadas.

Ejemplo 2: Reactividad cruzada de los compuestos anti-
miR-103 dentro de la familia miR-15

Un criterio para seleccionar un candidato terapéutico

potencial fue la ausencia de reactividad cruzada con microARN



10

15

20

25

30

WO 2016/022753 - 172 - PCT/US2015/043926

que tenian una secuencia de nucleobases similar. Las
nucleobases 1-6 de miR-103 y miR-107 son idénticas a las
nucleobases 2-7 de los miembros de la familia miR-15, 1la
cual incluye miR-15a, miR-15b, miR-16, miR-195, miR-497,
miR-503, miR-424 y miR-646 (remitase a la siguiente Tabla).
Aungque existe poca similitud secuencial fuera de la regidn
seminal, debido a la importancia de elegir como diana la
regién seminal, se evalud la capacidad de los compuestos
anti-miR-103/107 para inhibir también miembros de la familia
miR-15 con el fin de garantizar que los compuestos anti-miR-
103/107 no inhibian también a un miembro de la familia miR-
15. Debido a qgque se ha propuesto que los miembros de la
familia miR-15 actian como supresores tumorales, es
preferible evitar una inhibicién involuntaria de un miembro

de la familia miR-15.

* m SEQ ID NO: 2
hsa-miR-107 AUUGUACAGGGCUAUCA SEQIDNO: 1
hsa-miR-103 AUUGUACAGGGCUAUGA SEQ ID NO: 12
hsa-miR-15a U ACAUAAUGGUUUGUG SEQ ID NO: 13
hsa-miR-15b U ACAUCAUGGUUUACA SEQ ID NO: 14
hsa-miR-16 U ACGUAAAUAUUGGCG SEQ ID NO: 15
hsa-miR-195 U ACAGAAAUAUUGGCC SEQ ID NO: 16
hsa-miR-497 C ACACUGUGGUUUGU SEQ ID NO: 17
hsa-miR-503 U GGGAACAGUUCUGCAG SEQ ID NO: 18
hsa-miR-424 C AAUUCAUGUUUUGAA SEQ ID NO: 19
hsa-miR-646 A UGCCUCUGAGGC

Se estudiaron los compuestos para determinar la
capacidad de inhibir miR-16 en un ensayo de luciferasa y/o
para hibridarse con miR-16 (mediante un ensayo biogquimico
que mide la capacidad de un anti-miR para asociarse con el
miR diana en el complejo Ago). Se seleccioné miR-16 como
miembro representativo de la familia miR-15.

Mediante el estudio de la capacidad de los compuestos

para hibridarse con miR-16, se observdé que los compuestos
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con una complementariedad completa con los nucledtidos 1-6
de miR-107 y miR-103 eran capaces de hibridarse con miR-16.
Se estudiaron cambios en la secuencia de anti-miR-103/107
para determinar si la introduccién de un emparejamiento
erréneo en la posicidén complementaria a la posicidén 1 de
miR-103/107 (que corresponde a la posicidén 2 de miR-16 vy
estd relacionada con miembros de la familia) podia reducir
la unidén a miR-16. Las posiciones de nucleobase relevantes

estdn subrayadas en la Tabla A a continuacidn.

Tabla A
miR/anti-miR Secuencia SEQ ID
NO

miR-16 (3' a 5'") 3'-GCGGUUAUAAAUGCACGACGAU- 14
5

miR-103 (3' a 5') | 3'-AGUAUCGGGACAUGUUACGACGA- 1
5

anti-miR-103/107 5'-ATAGCCCTGTACAATGCTGCU- 20

(5' a 3") 3!

U en el extremo 3’

anti-miR-103/107 5'-ATAGCCCTGTACAATGCTGCA- 21

(5' a 3") 3!

A en el extremo 3’

Anti-miR-103/107 5'-ATAGCCCTGTACAATGCTGCC— 22

(5' a 3") 3!

C en el extremo 3’

Cuando se cambidé la nucleobase en esta posicidén de un
U a una A, se observd que el anti-miR ya no se hibridaba con
miR-16. Este emparejamiento errbéneo no afectd
significativamente a la capacidad del compuesto para inhibir
la actividad de miR-103/107. Por lo tanto, se identificd una

secuencia de nucleobases anti-miR que inhibia miR-103/107,
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con una reactividad cruzada minima o nula con un miembro de
la familia miR-15. Se observé la eliminacién de 1la
reactividad cruzada para varios compuestos anti-miR-103/107
con longitudes y composicidén del azicar de nucledsido (cEt,
2'-MOE, 2'-OMe y ADN) variables, lo que sugiere que el efecto
del cambio de la nucleobase es 1independiente de la
modificacidn quimica en el anti-miR. Se observd una excepcidn
con los compuestos con la modificacién de tipo 2'-F/2'-MOE,
que mantuvieron la reactividad cruzada a pesar de tener un
emparejamiento errdéneo en el extremo 3’ del compuesto.

De manera similar, cuando se cambid la nucleobase en el
extremo 3’ de un U a una C, se observd que el anti-miR ya no
se hibridaba con miR-16, pero el emparejamiento errdneo no
afectd significativamente a la capacidad del compuesto para
inhibir la actividad de miR-103/107. Por lo tanto, se observd
la eliminacidédn de la reactividad cruzada a la vez que se
mantenia la potencia con miltiples cambios de nucleobases en
la posicidén opuesta a la posicidn 5’ -terminal de miR-103/107.

Ejemplo 3: Eficacia en modelos de resistencia a 1la
insulina

Para determinar los efectos de los compuestos anti-miR-
103/107 en los niveles de glucosa e 1insulina, se
administraron los compuestos a ratones obesos alimentados
con una dieta rica en grasas (también denominados ratones
obesos inducidos por la dieta o ratones DIO), un modelo de
tolerancia alterada a la glucosa y diabetes de tipo 2. Los
estudios se llevaron a cabo de acuerdo con los protocolos
estandar para este modelo, tal como se describe a

continuaciédn.
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Protocolo general para el modelo DIO

Los ratones con una dieta rica en grasas (60% de Kcal
procedente de grasa - Dieta de Investigacidén RD12492) se
distribuyeron aleatoriamente en grupos de tratamiento en
funcién de un peso corporal, insulina y glucosa en sangre
iniciales similares. A continuacidén, los animales recibieron
una dosis a la semana mediante una inyeccidén subcutédnea cerca
de la regidn subescapular con un volumen de 4 mL/kg. El peso
corporal se midid y se monitorizd semanalmente.

La glucosa en sangre en ayunas y la insulina en plasma
en ayunas se midieron semanalmente después de un ayuno de
entre 4 y 6 horas. Por ejemplo, para la primera extraccidn
de sangre, 2 o 3 dias después de la segunda dosis (semana
1), los animales se mantuvieron en ayunas durante 4 horas y
se midié la glucosa en sangre mediante cortes en la cola
utilizando un glucbdmetro de mano (GE100). La extraccidn de
sangre final de la glucosa e insulina tiene lugar entre 2 y
4 dias después de la dosis final. En algunos estudios,
durante la semana 3, se realizd una prueba de tolerancia a
la glucosa oral (OGTT). Una prueba de tolerancia a la glucosa
oral (OGTT) determina la rapidez con la que se retira la
glucosa de la sangre después de la administracidédn de glucosa.
Después de un ayuno de 4 horas, se extrajo sangre para medir
la glucosa y la insulina en ayunas. A continuacidn, se
administraron 2 g/kg de dextrosa a cada animal. 30 minutos
después de la dosis oral de dextrosa, se extrajo sangre
nuevamente para las medidas de la glucosa e insulina.
Después de cuatro semanas de dosificacién (un total de 5
dosis) se sacrificaron los animales entre 72 y 96 horas
después de la ultima dosis. Como alternativa, se pueden

administrar un total de 6 o 7 dosis a los animales.
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Se extrajeron el higado, rifiones y tejido adiposo
(depbsitos subcutédneos y del epididimo) para un andlisis PK.

Se extrajeron el higado y tejido adiposo (grasa marrén,
subcutédnea y del epididimo) para determinar la expresidén del
gen diana.

También se extrajo el higado para determinar los niveles
de triglicéridos. Se extrajo sangre para el analisis del
suero.

Se puede calcular una calificacidén de la resistencia a
la insulina (HOMA-IR) de acuerdo con la siguiente fdérmula:
glucosa en plasma en ayunas (mg/dL) por insulina en suero en
ayunas (ng/mL) dividido por 16.34. Los valores de HOMA-IR
bajos 1indican wuna sensibilidad a la insulina elevada,
mientras que los wvalores de HOMA-IR elevados indican una
sensibilidad a la insulina (resistencia a la insulina).

Se puede evaluar la sensibilidad a 1la insulina
utilizando un ensayo de pinzamiento normoglucémico
hiperinsulinémico. En este ensayo, ratones con catéter
recibieron mediante venoclisis glucosa e insulina. La
insulina se administré mediante venoclisis con un nivel
elevado constante (hiperinsulinémico), mientras que la
glucosa se administrdé mediante venoclisis con wuna tasa
variable para mantener la glucosa en sangre en un nivel
constante y normal (normoglucémico). La tasa de la venoclisis
de glucosa indica la sensibilidad a la insulina, p. ej., un
aumento en la tasa de venoclisis de glucosa indica un aumento
en la sensibilidad a la insulina. Para un ratdén DIO,
alimentado con una dieta rica en grasas durante 20 semanas,
una tasa de venoclisis tipica es de 5-10 mg/kg/min. Para un
ratén normal, alimentado con una dieta normal durante 24

semanas, una tasa de venoclisis tipica es de 30-40 mg/kg/min.
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Cribado de compuestos anti-miR-103/107 en un modelo DIO

Un compuesto con una modificacidén de tipo 2'-F/2'-MOE
(compuesto 97243, a continuacidn) habia demostrado
previamente ser eficaz en un modelo en ratones de resistencia
a la insulina y diabetes, sin embargo este compuesto induce
la expresidén del gen IFIT en un ensayo in vivo y se hibrida
con la secuencia miR-16 lo que hace gque el compuesto no sea
adecuado como un agente terapéutico potencial. Sin embargo,
debido a su eficacia, se utilizdé este compuesto en 1los
modelos en ratones de resistencia a la insulina como un punto
de referencia para el cribado in vivo de los compuestos que
eran al menos igual de eficaces, pero no provocaban una
estimulacidén inmunitaria vy no presentaba una reaccidn
cruzada con la familia miR-15.

El compuesto 97243 tiene la estructura:
TeGrArUrArGrCrCrCrUrGrUrARCrARArUrGrCrUrGr"Ce Ty (SEQ ID NO: 23)
donde el subindice “F” indica un 2’-fluoronucledsido, el
subindice “E” indica un 2’ -O-metoxietilnucledsido, todos los
enlaces son de tipo fosforoticato y el subindice “m” indica
S5-metilcitosina.

Se disefid el compuesto 12743 (estructura en la Tabla B
a continuacidén), se sintetizd y se estudid en los ensayos in
vitro de luciferasa e IFIT. Como el compuesto tuvo un buen
rendimiento en estos ensayos, se estudid adicionalmente para
determinar su eficacia. En este estudio, los ratones DIO
(alimentados con una dieta rica en grasas durante ~15 semanas)
se distribuyeron en los grupos de tratamiento en funcién del
peso corporal, insulina en ayunas y glucosa en ayunas. Los
tratamientos se administraron por via subcutdnea una vez
cada 6-7 dias con un total de 5 tratamientos. El dia 8 del

estudio, y una vez a la semana después de este, se extrajo
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sangre después de un ayuno de 4 horas para medir la glucosa
o la insulina. El compuesto 12743 mejord la sensibilidad a
la insulina, segun se determindé mediante los célculos HOMA-
IR en los modelos DIO (por ejemplo, Figura 3, datos de la
semana 2 para el compuesto 12743; Figura 4, datos de 1la
semana 3 para el compuesto 12743) vy db/db y segun se
determind mediante el pinzamiento normoglucémico
hiperinsulinémico en el modelo DIO. Los triglicéridos
hepaticos también disminuyeron tras el tratamiento con el
compuesto 12743.

El andlisis de los niveles de expresidén de los genes de
miR-103/107 que son diana directa tras la inhibicidén con el
compuesto 12743 revelaron una actividad mediada por el
compuesto tanto en el tejido hepatico como adiposo.

Para identificar los compuestos con una eficacia aun
mejor y mejorar el suministro de anti-miR al higado, se
sintetizaron y estudiaron compuestos anti-miR conjugados con
GalNAc. Los compuestos anti-miR-103/107 conjugados se
formaron conjugando una estructura de la Figura 2 al extremo
37 del oligonuclebétido modificado. Las estructuras del
compuesto se muestran en la Tabla a continuacidén, donde el
subindice “E” indica un 2’'-O-metoxietilnucledsido, el
subindice “S” indica un nucledésido S-cEt, todos los enlaces
son de tipo fosforoticato y el subindice “m” indica 5-

metilcitosina.

Tabla B: Compuestos anti-miR-103/107

Compuest | Secuencia % guimica | Estructura
e} (oligonucledétido modificado u
OM)
12743 ArTeAeGE"Ce"Ce"CeTeGeTeAs"CrAsATGsCTG | No conjugado
sCsUs
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(SEQ ID NO: 20)

19743 ATgArGe"Cg"Cg"CegTeGeTeAE"CeASATGsCTG
sCsUs

(SEQ ID NO: 20)

Estructura I
de la Figura
2A, donde X, es
un enlace de
tipo
fosfodiéster,
m es 1, N, es
un Rp-D-
desoxinucledsi
do (dA), X; es

un enlace de

tipo
fosfodiéster
19843 ApTEAEGE"Cg"Ce"CerTEGETEAE"CEASATGsCTG | Estructura I
sCsUs de la Figura

(SEQ ID NO: 20)

2A, donde X, es
un enlace de
tipo
fosfodiéster,
m es 2, N, es
un R-D-
desoxinucledsi
do (dA), X; es
un enlace de
tipo

fosfodiéster

Los compuestos conjugados se estudiaron

si era posible liberar el anti-miR de la estructura conjugada.

para determinar

Se administrdé el compuesto a ratones DIO y se midieron los
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metabolitos en el tejido hepadtico. E1l compuesto 19843 se
metabolizdé eficazmente en el anti-miR no conjugado. Por el
contrario, el compuesto 19743 no se metabolizdé eficazmente
en el anti-miR no conjugado, lo gue sugiere gue un conjugado
unido mediante dos nuclebdésidos de A de ADN se metaboliza més
eficazmente que un conjugado unido mediante un nucledsido de
A de ADN. Se llevaron a cabo estudios adicionales con
diferentes compuestos anti-miR-103/107 y se confirmbd que,
para los compuestos anti-miR-103/107, la presencia de dos
nucledsidos de A de ADN conlleva una escisidén mas eficaz que
un Unico nuclebésido de A de ADN.

Se estudiaron los compuestos para determinar su
eficacia en el modelo DIO. Tal como se ha mencionado
anteriormente, el compuesto 12743, un anti-miR no conjugado,
dio como resultado una mejor sensibilidad a la insulina en
el modelo DIO. El compuesto 19843 es una versidn conjugada
con GalNAc del compuesto 12743 (remitase a la Tabla anterior)
y se estudidé en el mismo estudio tal como se ha descrito
anteriormente para el compuesto 12743.

Estudios previos (Trajkovski et al., Nature 2011)
sugieren que las mejoras de la sensibilidad a la insulina
tras la inhibicién de miR-103/107 estuvieron impulsadas
principalmente por la actividad en el tejido adipocitico més
que en el tejido hepatico. Ademds, miR-103 y miR-107 tienen
la expresidn maxima en el tejido adiposo y tejido cerebral,
detectdndose niveles bajos en el tejido hepatico. Como 1la
conjugacién con GalNAc influencia el suministro de un
compuesto al tejido hepatico (p. ej., hepatocitos) resultd
sorprendente observar que la conjugacidén con GalNAc daba
como resultado una mejora de 3-5 veces en la eficacia, segln

se determiné mediante la mejora en la sensibilidad a 1la
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insulina (Figura 3, datos de la semana 2 para el compuesto
19843; Figura 4, datos de la semana 3 para el compuesto
19843). Los triglicéridos hepédticos también se redujeron de
una manera estadisticamente significativa.

Se midieron los metabolitos de los compuestos
conjugados con GalNAc y se detectd un metabolito que mantenia
una A en 3’. Ya que la presencia de una A en 3’ puede dar
como resultado un compuesto que tiene una mayor afinidad
respecto a un miembro de la familia miR-15, se estudid el
metabolito que contenia la A en 3’ para determinar 1la
reactividad cruzada, sin embargo no presentd reactividad
cruzada.

Para determinar si la conjugacidén con GalNAc del
compuesto 97243 podia mejorar el perfil del compuesto, el
compuesto anti-miR con una modificacidén de tipo 2'-F/2-MOE

se conjugd con GalNAc en el extremo 3’ tal como sigue (Tabla

C):
Tabla C

Compues | Secuencia y quimica Estructura

to (oligonucledtido modificado u
OM)

47843 TeGeArUrArGrCrCrCrUrGrUrAr"CeArArUr | Estructura I de
GrCrUrGF"CeAE la Figura 2A,

donde X; es un

(SEQ ID NO: 23) enlace de tipo

fosfodiéster, m
es 2, Np es un R-
D—

desoxinucledsid

o (dA), X; es un
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enlace de tipo

fosfodiéster

Este compuesto también tuvo una A en lugar de un U en
el extremo 3’, para determinar si la introduccidén de este
emparejamiento errdéneo podia reducir o eliminar 1la
reactividad cruzada. Aunque el compuesto mostrdé eficacia en
el modelo DIO, segUn se mididé mediante la glucosa en sangre
en ayunas, insulina en plasma en ayunas y HOMA IR, la
aparicién de la eficacia se retrasdé respecto a otros
compuestos. Ademéds, el compuesto indujo la expresidén de IFIT
en un ensayo in vitro y mostrd reactividad cruzada con miR-
16 a pesar de la presencia de la nucleobase A en el extremo
3. Por lo tanto, este compuesto, al igual gque el compuesto
no conjugado 97243, no se considerdé un candidato adecuado
para ser un agente terapéutico.

Los compuestos 12743 y 19843, que fueron eficaces en el
modelo DIO, mostraron reactividad cruzada con miR-16.
Teniendo esto en cuenta, se diseflaron compuestos adicionales
(tal como se muestra en la Tabla D) con una A en lugar de un
U en el extremo 3’ del anti-miR. Debido a esta mejora
inesperada de la eficacia tras la conjugacidén con GalNAc,
estos compuestos adicionales también se conjugaron con
GalNAc en el extremo 3’. La porcidén anti-miR del compuesto
45943 es una porcidén de 9 nucledsidos del compuesto 12743 y

19843, que también se conjugd a GalNAc.

Tabla D
Compuesto Secuencia % guimica | Estructura
(oligonucledétido modificado
u OM)
45943 NCrAsATGsCTGsCs Estructura I de
la Figura 24,
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(porcidén de 9 nucledsidos de
12743)
(SEQ ID NO: 24)

donde X; es un
enlace de tipo
fosfodiéster, m
es 1, Np es un pB-
D—

desoxinucledsido
(da), Xi; es un

enlace de tipo

fosfodiéster
47043 CsAgASUsGsCsUsGsCsAOPAOAOCCASASUs | Estructura I de
GsCsUsGsCsAg la Figura 24,
(SEQ ID NO: 7) donde X, es un
enlace de tipo
fosfodiéster, m
es 2, Np es un PB-
D—
desoxinucledsido
(da), X1 es un
enlace de tipo
fosfodiéster
39243 CgAgAsUsGsCsUsGsCsAg Estructura I de

(SEQ ID NO: 6)

la Figura 24,
donde X, es un
enlace de tipo
fosfodiéster, m
es 2, Ny es un PB-
D—

desoxinucledsido
(da), X1 es un
enlace de tipo

fosfodiéster
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Los compuestos 45943 y 47043 se estudiaron en el modelo
DIO.

Tal como se muestra en las Figuras 3 y 4 el compuesto
45943 no redujo la glucosa en ayunas, la insulina en ayunas
ni mejordé el HOMA IR a las 2 semanas o0 3 semanas. Los
triglicéridos hepdticos no se redujeron. Por lo tanto, este
compuesto anti-miR de 9 nucledésidos modificado quimicamente
y conjugado con GalNAc no fue eficaz en un modelo en ratones
de resistencia a la insulina. Por lo tanto, una versién
truncada del compuesto activo 12743 no retuvo la actividad.

El compuesto 47043 se estudid de la siguiente manera.
Se alimentaron ratones C57BL/6 con una dieta rica en grasas
(60% de kcal procedente de grasas) durante ~15 semanas. Los
grupos de 8 ratones cada uno se trataron de la siguiente
manera: (1) PBS; (2) 3 mg/kg del compuesto 47043; (3) 10
mg/kg del compuesto 47043.

Un dia antes del tratamiento, se extrajo sangre después
de un ayuno de 4 horas y los animales se distribuyeron en
los grupos de tratamiento. Los tratamientos se administraron
una vez a la semana, mediante inyeccidédn subcutédnea, para los
7 tratamientos (dias 0, 5, 13, 19, 26, 33 y 36 del estudio,
siendo el dia 0 el dia del primer tratamiento). Se extrajo
sangre semanalmente después de un ayuno de 4-6 horas 1los
dias 8, 15, 21, 28 y 32 del estudio, para las mediciones de
la glucosa en ayunas y la insulina en ayunas. El1 dia 21 (o
al final de la semana 3) del estudio, se realizd una prueba
de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) tras un ayuno de 4
horas, realizédndose extracciones de sangre justo antes de la
administracién oral de glucosa y 30 minutos después. Los
animales se sacrificaron el dia 39 del estudio. Tal como se

muestra en las Figuras 5, 6 y 7, el compuesto 47043 mostrd
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una eficacia significativa en el modelo DIO, con una dosis
de tan solo 3 mg/kg, tal como se determindé mediante las
reducciones en la glucosa en ayunas, insulina en ayunas y
HOMA IR, los cuales en conjunto indican una mejor
sensibilidad a la insulina. Ademds, tal como se muestra en
las Figuras 6 y 7, la tolerancia a la glucosa oral mejord
tras el tratamiento con el compuesto 47043.

También se mididé el contenido de triglicéridos
hepdticos en los ratones DIO tratados con 47043. Se
extrajeron los triglicéridos del higado con acetona y se
midieron mediante un ensayo colorimétrico (reactivo liquido
para triglicéridos Infinity). Tal como se muestra en la
Figura 8, el contenido de triglicéridos hepaticos se redujo
tras el tratamiento con el compuesto 47043 respecto al
tratamiento con PBS.

Como el tratamiento con el compuesto 47043 dio como
resultado una mejora significativa de la sensibilidad a 1la
insulina, se estudid para determinar la reactividad cruzada
con miR-16. No se observd reactividad cruzada entre el
compuesto 47043 y miR-16, lo que resulta coherente con la
observacién de que un anti-miR con una A en lugar de un U en
el extremo 3’ no presenta reactividad cruzada.

El compuesto 47043 se evaludé adicionalmente en un
estudio de seguridad. Ratones no modificados recibieron
mediante una Unica inyeccidn una dosis del compuesto de 300
mg/kg. Tres dias después de la inyeccidén, los ratones se
sacrificaron y se extrajeron los tejidos vy sangre. Se
midieron los niveles de mARN en OASL e IFIT en el tejido
hepadtico. Se mididé el peso del bazo para compararlo con el
peso corporal. Se midieron los niveles de ALT en sangre. El

compuesto 47043 no mostrdé aumentos en IFIT, OASL, peso del
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bazo o ALT. Otros compuestos gque tenian como diana miR-
103/107, con diferentes estructuras anti-miR (p. eJj., numero
y ubicacién de las modificaciones del azlcar) mostraron un
aumento en estos paradmetros de seguridad.

Se mididé la viscosidad del compuesto 47043. Con una
concentracién inferior a 230 mg/g, la viscosidad fue inferior
a 20 cP, lo gque permitid una concentracidén de la soluciédn de
dosificacién de aproximadamente 200 mg/mL, que podria
administrarse mediante una inyeccidén subcutdnea. Por otra
parte, los compuestos con diferentes estructuras anti-miR
(p. eJ., namero y ubicacidén de las modificaciones del azlcar)
fueron sumamente viscosos, 1o que dificultd la
administracién del compuesto mediante una inyeccidn
subcutanea. Estos datos demuestran ademds que la estructura
del anti-miR (tipo, nUmero y ubicacidén de las modificaciones
del azlcar) afecta a su viscosidad, lo que es una
consideracidén importante en la eleccidn de un compuesto que
se pueda administrar mediante una inyeccidn subcutanea.

El metabolito activo previsto de 47043 es el decémero
con cEt completo (CsAsAsUsGsCsUsGsCsAs; SEQ ID NO: 6). También
se evalubd el perfil farmacocinético del compuesto 47043 en
ratones no modificados para determinar (1) cuan
eficientemente se escinde el anti-miR del conjugado; (2)
cuan eficientemente se liberan los decameros con cEt
adyacentes; (3) si los nucledésidos de A del ADN siguen
estando unidos al decdmero con cEt completo; vy (4) 1la
estabilidad del metabolito activo previsto. Siete dias
después de la administracidén subcutdnea de una Unica dosis
del compuesto 47043, se extrajeron tejidos hepaticos vy
renales y plasma para medir el compuesto original y 1los

metabolitos. Se observé que, en el higado, se metabolizd un
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90% del compuesto en el decamero con cEt (aproximadamente un
22%) o en un decédmero con cEt con una A del ADN (ya sea en
el extremo 57 o en el extremo 37 del decémero;
aproximadamente un 67%). En el rifién, se metabolizd
aproximadamente un 50% del compuesto en el decamero con cEt
o en el decédmero con cEt con una A del ADN (ya sea en el
extremo 5’ o en el extremo 3’ del decdmero). Los niveles méas
elevados de acumulacién de oligonucledtidos se presentan
generalmente en el tejido renal y después en el tejido
hepatico. Para el compuesto 47043, la relacidn entre el rifién
y el higado fue de 0.5. Por el contrario, los compuestos con
estructuras anti-miR diferentes mostraron diferentes
productos metabdlicos y en algunos casos una relacidn entre
el rifién y el higado superior. Por ejemplo, un anti-miR con
una longitud de 19 nucledbésidos, con cEt, restos de tipo
azucar de ADN y 2’-MOE, fue susceptible de ser metabolizado
en el centro del compuesto, debido a la presencia de tres
nucledésidos de ADN. La escisidén en esta posicidén metabolizd
el metabolito activo previsto (el nonadecamero completo) lo
que dio como resultado una reduccidédn de la eficacia. Este
compuesto también mostrd una relacidn entre el rifidn y el
higado superior a 1.5.

En funcién de los datos de eficacia y seguridad, se
identificé el compuesto 47043 como un agente candidato para
la mejora de la sensibilidad a la insulina y la reduccidn de
los triglicéridos hepaticos.

Ejemplo 4: Estudios de eficacia DIO

Para evaluar adicionalmente el compuesto 47043, se
estudiaron dosificaciones adicionales del compuesto en el

modelo en ratones DIO.
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Se alimentaron ratones C57BL/6 con una dieta rica en
grasas (60% de kcal procedente de grasas) durante ~15 semanas.
Los grupos de 8 ratones cada uno se trataron de la siguiente
manera: (1) PBS; (2) 1.7 mg/kg del compuesto 47043; (3) 5
mg/kg del compuesto 47043; (4) 15 mg/kg del compuesto 47043
vy (5) 45 mg/kg del compuesto 47043. Se utilizd un grupo de
4 ratones normales (magros) como un grupo de control
adicional.

Antes del inicio de la dosificacidén, se extrajo sangre
después de un ayuno de 4 horas vy los animales se
distribuyeron en grupos de tratamiento en funcidén de 1la
glucosa en ayunas, insulina en ayunas y peso corporal. Los
tratamientos se administraron una vez a la semana, mediante
inyeccidén subcutanea, con un total de 7 dosis. 10 dias
después de la primera dosis (después de dos dosis) y a
continuacidén, semanalmente durante el resto del estudio, se
extrajo sangre después de un ayuno de 4-6 horas para las
mediciones de la glucosa en ayunas e insulina en ayunas. Los
animales se sacrificaron tres dias después de la séptima vy
final dosis del estudio. Se utilizaron la glucosa en ayunas
y la insulina en ayunas para calcular el HOMA-IR después de
1, 2, 3, 4 yv 5 semanas de tratamiento. Se realizd una prueba
de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) después de 5 semanas
de tratamiento. En esta OGTT, se extrajo sangre en un unico
punto temporal, 30 minutos después de la administracidédn de
glucosa oral, en lugar de en multiples puntos temporales,
para permitir la medicidén de la insulina que requiere un
volumen mads grande de sangre. Al final del estudio, se
extrajo tejido hepatico para la medicidédn de los triglicéridos

hepéaticos.
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Tal como se muestra en la Figura 9A, tal como se evalud
mediante un HOMA-IR semanal, el compuesto 47043 mejord la
sensibilidad a la insulina en una manera reactiva a la dosis.

Tal como se muestra en la Figura 9B, el tratamiento con
el compuesto 47043 dio como resultado un aumento de la
sensibilidad a la insulina, tal como pone en evidencia la
reduccidén en la cantidad de insulina secretada,
particularmente con las dosis mas elevadas del compuesto, en
respuesta a la sobrecarga de glucosa. Se observd una
tendencia a la reduccién de los niveles de glucosa en sangre,
lo gue indica una mejora en la capacidad del cuerpo para
retirar la glucosa después de la administracidédn oral (Figura
9C) .

También se mididé el contenido de triglicéridos
hepaticos. Se extrajeron los triglicéridos del higado con
acetona y se midieron mediante un ensayo colorimétrico
(reactivo liquido para triglicéridos Infinity). Tal como se
muestra en la Figura 9D, se observd una tendencia a la
reduccién del contenido de triglicéridos hepéticos tras 5
semanas de tratamiento con el compuesto 47043 respecto al
tratamiento con PBS.

También se midieron los triglicéridos hepdticos en un
estudio DIO independiente vy después de 10 semanas de
tratamiento se observd igualmente una tendencia a la
reduccién de triglicéridos en este estudio, con reducciones
estadisticamente significativas con dosis de 15 mg/kg y 45
mg/kg (Figura 9E).

Para estudiar los efectos de wuna uUnica dosis del
compuesto 47043, se realizd un estudio adicional en el modelo
DIO, con ratones tratados de la siguiente manera: (1) PBS;

(2) 10 mg/kg del compuesto 47043; (3) 30 mg/kg del compuesto
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47043; (4) 60 mg/kg del compuesto 47043 y (5) 100 mg/kg del
compuesto 47043. Los ratones se distribuyeron en grupos de
8 en funcidén del peso corporal, glucosa en ayunas, insulina
en ayunas y HOMA-IR. Se administrdé una uUnica dosis de PBS o
compuesto y después de una semana se extrajo sangre tras un
ayuno de 4 horas. Se utilizaron la insulina en plasma en
ayunas y la glucosa en plasma en ayunas para calcular el
HOMA-IR.

Tal como se muestra en la Figura 10, después de una
Uinica dosis del compuesto 47043, se observaron reducciones
estadisticamente significativas en HOMA-IR.

Ejemplo 5: Estudio de eficacia db/db

La inhibicién de miR-103/107 en el modelo db/db, un
modelo genético de obesidad, diabetes y dislipidemia.

Se estudidé el compuesto 47043 de la siguiente manera.
Se distribuyeron ratones db/db (Jackson Laboratories) con
una edad de aproximadamente 7 semanas en 1los grupos de
tratamiento en funcidn del peso corporal, insulina en ayunas
y glucosa en ayunas. Los ratones se alimentaron con una dieta
de comida normal para roedores a lo largo del estudio. Los
grupos de 8 ratones cada uno se trataron de la siguiente
manera: (1) PBS; (2) 10 mg/kg del compuesto 47043 dos veces
a la semana (3 o 4 dias entre las dosis); (3) 30 mg/kg del
compuesto 47043 dos veces a la semana (3 o 4 dias entre las
dosis); (4) 30 mg/kg del compuesto 47043 una vez a la semana.
El tratamiento se prolongd durante nueve semanas. Se extrajo
sangre para las mediciones de glucosa después de un ayuno de
4 horas con una frecuencia semanal, y se comenzd 1 semana
después de que los grupos que recibian tratamiento dos veces
a la semana hubieran recibido 2 dosis y de que el grupo que

recibia tratamiento una vez a la semana hubiera recibido 1
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dosis. En este estudio, no se midieron los niveles de
insulina, ya que los niveles de insulina no son un indicador
fiable de las mejoras de la sensibilidad a la insulina en el
modelo db/db, debido a la posibilidad de gque se produzca una
insuficiencia de las células beta en los animales. Al final
del estudio, se extrajo tejido hepéadtico para la medicidédn de
los triglicéridos hepaticos.

Tal como se muestra en la Figura 11A, tal como se
esperaba debido al aumento de la gravedad de la enfermedad
con el tiempo en el modelo db/db, los ratones tratados con
PBS mostraron un aumento en los niveles de glucosa en ayunas
a lo largo del transcurso del estudio. Por el contrario, los
niveles de glucosa en ayunas en los ratones db/db tratados
con el compuesto 47043 no solamente no aumentaron sino gue
los niveles de glucosa en ayunas disminuyeron durante el
estudio. Por lo tanto, este estudio demostrd que el
tratamiento con el compuesto 47043 contrarresta la
hiperglucemia grave que los ratones db/db desarrollan con la
edad. Debido a la réapida evolucidén de la enfermedad en este
modelo, dos grupos de tratamiento incluyeron una
dosificacién de dos veces a la semana. Sin embargo, la dosis
de 30 mg/kg mostrd una eficacia similar tanto para la
dosificacidén semanal como la dosificacidén de dos veces a la
semana.

También se midié el contenido de triglicéridos
hepaticos. Se extrajeron los triglicéridos del higado con
acetona y se midieron mediante un ensayo colorimétrico
(reactivo liquido para triglicéridos Infinity). Tal como se
muestra en la Figura 11B, se observé una tendencia a la

reduccién del contenido de triglicéridos hepaticos tras el
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tratamiento con el compuesto 47043 respecto al tratamiento
con PBS.

Este estudio confirmé la eficacia del compuesto 47043
en un modelo diferente de diabetes, ademéds del modelo DIO.

Ejemplo 6: Ensayo de @pinzamiento normoglucémico
hiperinsulinémico en el modelo DIO

Se puede evaluar la sensibilidad a la insulina
utilizando un ensayo de pinzamiento normoglucémico
hiperinsulinémico. En este ensayo, ratones con catéter
recibieron mediante venoclisis glucosa e insulina. La
insulina se administrdé mediante venoclisis con un nivel
elevado constante (hiperinsulinémico), mientras que 1la
glucosa se administrdé mediante venoclisis con una tasa
variable para mantener la glucosa en sangre en un nivel
constante y normal (normoglucémico). La tasa de la venoclisis
de glucosa indica la sensibilidad a la insulina, p. ej., un
aumento en la tasa de venoclisis de glucosa indica un aumento
en la sensibilidad a 1la insulina. Para un ratén DIO,
alimentado con una dieta rica en grasas durante 20 semanas,
una tasa de venoclisis tipica es de 5-10 mg/kg/min. Para un
ratédn normal, alimentado con una dieta normal durante 24
semanas, una tasa de venoclisis tipica es de 30-40 mg/kg/min.

Se estudidé el compuesto 47043 en el ensayo de
pinzamiento en ratones DIO. Se evaluaron ratones de
aproximadamente 21 semanas de edad para determinar la glucosa
en ayunas, 1insulina en ayunas y composicidén corporal
iniciales tras un ayuno de 6 horas. Los ratones se
distribuyeron en grupos, cada uno de 13 a 14 ratones, para
un tratamiento de la siguiente manera: (1) PBS; (2) 3 mg/kg
del compuesto 47043; (2) 10 mg/kg del compuesto 47043; (3)
30 mg/kg del compuesto 47043; 60 mg/kg del compuesto 47043.
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Los tratamientos se administraron por via subcutdnea una vez
a la semana con un total de 5 dosis. Se realizd el
procedimiento del pinzamiento 24 horas después de la guinta
y Ultima dosis y después de ayunar durante toda la noche. La
insulina se administrdé por venoclisis con una tasa constante
de 4 mU/kg/min. Los pardmetros medidos incluyeron la tasa de
venoclisis de glucosa con intervalos de 20 minutos a lo largo
de la totalidad del periodo de venoclisis de 120 min (Figura
127A); tasa de venoclisis de glucosa pinzada, que es la tasa
de venoclisis promedio durante la porcidén “pinzada” del
periodo de wvenoclisis, cuando la tasa de wvenoclisis de
glucosa se ha estabilizado, entre los puntos temporales de
70 minutos y de 120 minutos (Figura 12B); recambio de glucosa
de todo el cuerpo (Figura 12C); produccidén de glucosa
hepatica pinzada (Figura 12D); y captacidén de glucosa en el
tejido adiposo marrdn (Figura 12E).

Tal como se muestra en la Figura 12, el tratamiento con
el compuesto 47043 dio como resultado una mejora reactiva a
la dosis en la tasa de venoclisis de glucosa, lo que indica
un aumento de la sensibilidad a la insulina (es decir, el
cuerpo tiene una capacidad mayor de manejar cantidades
mayores de glucosa). Ademas, mejord el recambio de glucosa
de todo el cuerpo. Disminuyé la produccidén de glucosa
hepadtica a la vez que aumentd la captacidédn de glucosa en el
tejido adiposo marrdé4n lo que sugiere que el higado y 1los
tejidos periféricos (p. ej., tejido adiposo) contribuyen a
las mejoras en la sensibilidad a la insulina.

Estos resultados proporcionan una evidencia adicional
de que el compuesto 47043 mejora la sensibilidad a la

insulina.
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Varias modificaciones de la invencidén, ademéds de las
descritas en la presente, seran evidentes para los expertos
en la técnica a partir de la descripcidén precedente. Se
pretende que dichas modificaciones también gueden englobadas
en el alcance de las reivindicaciones adjuntas. Cada una de
las referencias (incluidos, sin carécter limitante, 1los
articulos de revistas, las patentes estadounidenses y no
estadounidenses, las publicaciones de solicitudes de
patentes, las publicaciones de solicitudes de patentes
internacionales, los numeros de acceso GENBANK® y similares)
citadas en la presente solicitud se incorpora a la presente
en su totalidad a modo de referencia.

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

descripcidén de la invencidn.



