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DESCRIPCION
Analogos de oligonucledtidos que incorporan 5-aza-citosina en los mismos
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al disefio, a la sintesis y a la aplicacion de analogos de oligonucledtidos que son
Utiles como agentes terapéuticos, diagndsticos asi como reactivos de investigacion. Se proporcionan analogos de
nucleétidos que incorporan un analogo de citosina, 5-aza-citosina, en la secuencia oligonucleotidica, por ejemplo, en
forma de 5-aza-2'-desoxicitidina o 5-aza-citidina. Dichos analogos pueden usarse para la modulacion de la
metilacion del ADN, especialmente para la inhibicién eficaz de la metilacion de la citosina en la posicion C-5, méas
especificamente usando como diana los islotes de CpG del genoma humano. Se proporcionan métodos para
sintetizar estos analogos de oligonucleétidos y para modular la metilacion de citosina en C-5. En particular, se
proporcionan bloques de construccién de fosforamidita y oligonucledtidos que contienen decitabina (5-aza-2'-
desoxicitidina; D), islotes ricos en DpG (decitabina-fosfodiéster-enlace-guanosina) y derivados. También se
proporcionan métodos para preparar, formular y administrar estos compuestos o composiciones como agentes
terapéuticos a un hospedador que lo necesite.

Descripcion de la técnica relacionada

Actualmente, la decitabina se esta desarrollando como agente farmacéutico para el tratamiento de la leucemia
mielégena crénica (LMC), del sindrome mielodisplasico (SMD), del cancer de pulmdn no microcitico (CPNMC), de la
anemia de células falciformes, y de la leucemia mielégena aguda (LMA). Pueden distinguirse dos formas isoméricas
de la decitabina. EI anémero (3 es la forma activa, que se muestra en la Figura 1. La decitabina posee multiples
caracteristicas farmacoldgicas. A nivel molecular, se incorpora en el ADN durante la fase S del ciclo celular. A nivel
celular, la decitabina puede inducir la diferenciacion celular y producir toxicidad hematoldgica. A pesar de tener una
semivida in vivo corta, la decitabina tiene una excelente distribucion tisular.

Una de las funciones de la decitabina es su capacidad para inhibir la metilacion del ADN de manera especifica y
potente. La metilacién del ADN es un efecto epigenético comin a muchos sistemas. Esta modificacion implica la
modificacién covalente de la citosina en la posicion C-5 (Ia"). Los patrones de metilacion se mantienen estables en
los dinucledtidos CpG mediante una familia de ADN metiltransferasas que reconocen al ADN hemimetilado después
de la replicacion del ADN. Dentro de la célula, la decitabina se convierte en primer lugar a su forma activa, la 5-aza-
desoxicitidina fosforilada, por medio de la desoxicitidina cinasa, que se sintetiza principalmente durante la fase S del
ciclo celular. La afinidad de la decitabina por el sitio catalitico de la desoxicitidina cinasa es similar al sustrato natural,
desoxicitidina (Momparler et al. 1985 MoL Pharmacol. 30:287-299). Después de la conversiéon a su forma de
trifosfato por medio de la desoxicitidina cinasa, la decitabina se incorpora en el ADN en replicaciéon a una velocidad
similar a la del sustrato natural, dCTP (Bouchard y Momparler 1983 MoL Pharmacol. 24:109-114).

Las secuencias ricas en CpG de genes constitutivos estan generalmente protegidas de la metilacién en células
normales. En células cancerosas, la hipermetilacion aberrante en islas de CpG de regiones promotoras de genes
supresores tumorales es uno de los sucesos mas comunes asociados con la progresion del fenotipo tumorigénico.
Cada clase de células diferenciadas tiene su propio patrén distinto de metilacion. La incorporacion de decitabina en
la hebra de ADN tiene un efecto de hipometilacion. Después de la duplicacion cromosdmica, para conservar este
patron de metilacion, la 5-metilcitosina en la hebra parental sirve para dirigir la metilacion en la hebra de ADN
hermana complementaria. La sustitucion del carbono en la posicién C-5 de la citosina por nitrégeno interfiere con su
proceso normal de metilaciéon de ADN. El reemplazo de citosina por decitabina en un sitio de metilacion especifico
produce una inactivacion irreversible de las ADN metiltransferasas. La decitabina se comporta fielmente como un
resto de citosina hasta que las enzimas ADN metiltransferasas intentan transferir un grupo metilo a las hebras de
ADN hemimetiladas de las células hermanas. En esta etapa, la enzima ADN metiltransferasa se queda atrapada
covalentemente en el ADN por la decitabina y ya no puede silenciar (metilar) restos adicionales de citosina
(Juttermann et al. 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:11797-11801). Este mecanismo de accién unico de la
decitabina permite que los genes silenciados (que antes estuvieron metilados) a partir de rondas previas de divisién
celular puedan volver a expresarse. La trampa activa esta presente en el ADN hemimetilado hasta 48 horas después
del tratamiento con decitabina. Después de la posterior sintesis de ADN y divisién del ciclo celular, las hebras de
progenie del ADN hemimetilado dan como resultado hebras que estan completamente no metiladas en estos sitios
(Jones P. 2001 Nature 409; 141, 143-4). Mediante la inhibicion especifica de las ADN metiltransferasas, la enzima
necesaria para la metilacion, puede revertirse la metilacion aberrante de los genes supresores tumorales.

A pesar de su efecto antileucémico demostrado en la LMC, el SMD y la LMA, la aplicacion potencial de la decitabina
se ha visto impedida por la mielosupresién retardada y prolongada. Dosis menores de decitabina, administradas
durante un periodo de tiempo mas prolongado, han minimizado la mielosupresién hasta niveles manejables sin
comprometer su capacidad para suprimir el cancer mediante su efecto de hipometilacion. A dosis mayores, la
toxicidad asociada fue prohibitiva. Sin embargo, el tratamiento de tumores hematoldgicos y sdlidos a las dosis
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maximas admitidas de decitabina ha sido ineficaz. La causa de la mielosupresion no esta clara. Es posible que ya
que la decitabina se incorpora al azar y de manera extensiva en el ADN de las células en fase S, incluyendo las
células de médula ésea que estan implicadas en la hematopoyesis normal, el dafio grave en el ADN debido a la
inestabilidad de la decitabina da lugar a necrosis. Ya que la incorporacion de decitabina no esta restringida
unicamente a las secuencias ricas en CpG, el ADN puede romperse debido a la inestabilidad de la decitabina, y
necesitar reparacion en numerosos sitios fuera de las islas de CpG.

La decitabina y la azacitidina son inestables en medio acuoso y sufren degradacién hidrolitica. En medio acido, la
decitabina se hidroliza a temperatura ambiente en 5-azacitosina y 2-desoxirribosa. En medio neutro a temperatura
ambiente, la apertura del anillo de triazina tiene lugar en la posicion 6 para formar el derivado de formilo intermedio
transitorio, que degrada adicionalmente al derivado de amidino-urea y al acido féormico (Piskala, A.; Synackova, M;
Tomankova, H.; Fiedler, P.; Zizkowsky, V. Nucleic Acids Res. 1978, 4, s109-s-113.). Esta hidrdlisis en la posicién 6
sucede en medios acuosos acidos y basicos a velocidades aun mayores.

La sintesis de oligonucleétidos que comprenden restos de 5-azacitosina se ha descrito por Garcia et al., Antisense &
Nucleic Acid Drug Development Vol. 11, N° 6, 369-378 (2001); Avifd et al., Bioorg & Med. Chem. Letters, Vol. 5, N°
20, 2331-2336, 1995; documento WO1989/009779; y Mclintosh et al., Biochemistry 1985, Vol. 24, N° 18, 4806-4814.

A la vista de la inestabilidad quimica y la citotoxicidad asociada con la decitabina, existe una necesidad para
desarrollar no solo derivados de decitabina mas estables, sino también agentes hipometilantes superiores, donde la
incorporacién se localice en las islas de CpG tanto como sea posible o se logre la hipometilacion sin afectar de
manera significativa a la integridad del ADN.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona analogos de oligonucleétidos que incorporan 5-aza-citosina en la secuencia
oligonucleotidica, por ejemplo, en forma de 5-aza-2'-desoxicitidina (decitabina) o 5-aza-citidina. Los aspectos de la
invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

El anédlogo de oligonucledtido se selecciona entre el grupo que consiste en 5'-DpG-3', 5-GpD-3', en los que D es
decitabina; p es un enlazador fosfo; y G es 2'-desoxiguanosina.

La presente invencion también proporciona métodos para sintetizar los analogos de nucleotidos y para modular la
metilacion del acido nucleico.

Breve descripcion de los dibujos

Las caracteristicas novedosas de la invencién se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas. Se
obtendra una mejor comprension de las caracteristicas y ventajas de la presente invencién mediante referencia a la
siguiente descripcion detallada que expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la
invencion, y los dibujos adjuntos de los que:

La Figura 1 muestra la estructura de la decitabina, D (1a), citosina, C (la'), y 5-metil citosina, mC (Ia").

La Figura 2A ilustra ejemplos de bloques de construccion de fosforamidita de decitabina.

La Figura 2B ilustra el bloque de construccion 1d de fosforamidita de decitabina, donde R1 = fenoxiacetilo.

La Figura 3A ilustra derivados de decitabina protegidos en 3'y 5'-O y unidos en 3' a vidrio de poro controlado.

La Figura 3B ilustra a decitabina protegida enlazada en 3' sobre un soporte de vidrio de poro controlado.

La Figura 4 ilustra ejemplos de derivados de decitabina protegidos en 3'-O.

La Figura 5 ilustra un ciclo convencional de sintesis de oligonucleétidos.

La Figura 6A muestra esquemas de sintesis de dinucledtidos y tetranucledtidos de GpD, donde X' es un
contraion.

La Figura 6B ilustra un modelo de ciclo de sintesis de dinucleétido de GpD (2a) y de tetranucledtido de
DpGpGpD (3b).

La Figura 7 ilustra el tetranucleétido de DpGpGpD.

La Figura 8 muestra esquemas de sintesis de dinucleétidos y tetranucleétidos de GpD,

La Figura 9 ilustra al trinucleétido de GpDpG vy al tetranucleétido de GpDpDpG.

La Figura 10 ilustra a la decitabina protegida unida en 3' sobre poli(etilenglicol).

La Figura 11 muestra esquemas de sintesis de un dinucledtido de GpD protegido en 3'y 5'-O.

La Figura 12 muestra esquemas de sintesis de un dinucledtido de DpG protegido en 3'y 5'-O.

La Figura 13 ilustra dinucleétidos de GpD y DpG con enlace fosforotioato resistente a nucleasas.

La Figura 14 ilustra tetranucleé6tidos de GpDpGpD y DpGpGpD con enlace fosforotioato resistente a nucleasas.
La Figura 15 ilustra tetranucleé6tidos de DpGpDpG y GpDpDpG con enlace fosforotioato resistente a nucleasas.
La Figura 16 ilustra dinucledtidos de GpD y DpG con grupos 4-amino resistentes a citidina desaminasa.

La Figura 17 ilustra dinucleétidos de GpD y DpG con grupos 4-amino resistentes a citidina desaminasa y enlace
fosforotioato resistente a nucleasas.
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La Figura 18 ilustra tetranucledtidos de GpDpGpD y DpGpGpD con grupos 4-amino resistentes a citidina
desaminasa.

La Figura 19 ilustra tetranucledtidos de GpDpGpD y DpGpGpD con grupos 4-amino resistentes a citidina
desaminasa y enlace fosforotioato resistente a nucleasas.

La Figura 20 ilustra dinucledtidos Prot-O-GpD-O-Prot y Prot-O-DpG-O-Prot con grupos 4-amina resistentes a
citidina desaminasa.

La Figura 21 ilustra dinucleétidos Prot-O-GpD-O-Prot y Prot-O-DpG-O-Prot con grupos 4-amino resistentes a
citidina desaminasa y enlace fosforotioato resistente a nucleasas.

La Figura 22 ilustra tetranucledtidos de DpGpDpG y GpDpDpG con grupos 4-amino resistentes a citidina
desaminasa.

La Figura 23 ilustra tetranucledtidos de DpGpDpG y GpDpDpG con grupos 4-amino resistentes a citidina
desaminasa y enlace fosforotioato resistente a nucleasas.

La Figura 24A ilustra islotes de -DpG- con estructuras fosfodiéster naturales o estructuras modificadas.

La Figura 24B ilustra una estructura peptidica de islote de -DpG-.

La Figura 25 ilustra esquematicamente un ensayo de GFP basado en células para metilacion de ADN. El panel
a) muestra células de control; y el panel b) células tratadas con oligonucleétidos de la presente invencién y que
expresan GFP.

La Figura 26 lista ejemplos de analogos de oligonucleétidos de la invencion que se dirigen especificamente a la
regién promotora de P15, BRAC1 o P16, donde D puede ser decitabina o analogos de decitabina y px = p para
enlace de fosfato natural, px = ps para enlace fosforotioato, px = bp para boranofosfato, px = mp enlace
metilfosfonato.

La Figura 27 lista la secuencia de la region promotora de P15 y ejemplos de segmentos de la misma, basandose
en qué andalogos de oligonucledtidos ricos en DpG y GpD pueden prepararse.

La Figura 28 lista la secuencia de la region promotora de P16 y ejemplos de segmentos de la misma, basandose
en qué analogos de oligonucledtidos ricos en DpG y GpD pueden prepararse.

La Figura 29 lista la secuencia de la region promotora de BRCA1 y ejemplos de segmentos de la misma,
basandose en qué analogos de oligonucleétidos ricos en DpG y GpD pueden prepararse.

La Figura 30 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de GpD (2a).

La Figura 31 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de DpG (2b).

La Figura 32 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de DpGpGpD (3b).

La Figura 33 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de GpDpG (3c').

La Figura 34 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de DpGpDpG (3c).

La Figura 35 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de DpG (2b) unida por fosforotioato.

La Figura 36 es un espectro de masas de una sal de sodio de DpG (2b).

La Figura 37 es un espectro de masas de una sal de trietilamonio de HEG-DpG (2d).

La Figura 38 es un espectro de masas de un bloque de construccion de fosforamidita de decitabina (1d; Ry =
fenoxiacetilo).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidon proporciona analogos de oligonucleétidos que incorporan un analogo de citosina, 5-aza-
citosina, en la secuencia oligonucleotidica, por ejemplo, en forma de 5-aza-2'-desoxicitidina (también conocida como
decitabina) o de 5-aza-citidina (5-azaC). Se cree que la incorporaciéon de uno o mas restos de 5-aza-citosina en un
oligonucleétido podria tener un efecto hipometilante en el ADN ya que el reemplazo de la citosina por decitabina en
un sitio especifico de metilacion produce una inactivacion irreversible de la ADN metiltransferasa. Preferentemente,
la decitabina se incorpora en el oligonucledtido adyacente en 5' a un resto de guanina para formar un islote de DpG
para dirigirse mas especificamente a los islotes de CpG del genoma humano.

La invencién se dirige a superar toxicidades potenciales asociadas con agentes hipometilantes convencionales, tales
como decitabina y 5-aza-citidina. En comparacién con las formas de nucledsido libres, que se incorporan aleatoria y
extensivamente en el genoma completo, los compuestos de la invencion podrian actuar como cebadores y se
incorporan principalmente en las islas ricas en CpG del ADN durante la replicacion. Preferentemente, los
compuestos de la invencién actian como cebadores y se incorporan especificamente en las islas ricas en CpG de
los promotores de genes terapéutica o diagnésticamente importantes, tales como los genes supresores de tumores.
Los compuestos de la invencion podrian formar hebras temporalmente hemimetiladas con la hebra parental y
funcionar como la trampa activa de ADN metiltransferasa sin estar incorporadas. Los compuestos de la invencion
también podrian ocupar directamente y atrapar a las ADN metiltransferasas sin incorporarse en el genoma. Ya que
la modificacién de ADN se localiza en las islas ricas en CpG en las regiones promotoras de genes supresores
tumorales, cuando se incorporan los compuestos de la invencién, la trampa activa se sitla de manera 6ptima y la
estabilidad general del genoma mayor no queda comprometida.

Al modular la metilacion del ADN, los compuestos de la invencidon pueden usarse como agentes terapéuticos,
diagnosticos asi como reactivos de investigacion, especialmente en las areas del cancer y de los trastornos
hematolégicos. El silenciamiento transcripcional aberrante de una serie de genes, tales como genes supresores de
tumores, esta directamente relacionado con la patogénesis del cancer y otras enfermedades. Debido a la metilacion
de los genes relacionados con el cancer, se suprime o se silencia completamente la expresidon de estos genes.
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Mientras tanto, la expresidon de estos genes es necesaria para la induccién de la detencién del crecimiento, la
diferenciacion, y/o la muerte celular apoptotica de células transformadas. La inaccién de estos genes en las células
transformadas da lugar a una proliferacién descontrolada de estas células, que con el tiempo dan como resultado un
cancer. Por lo tanto, al usar los compuestos de la invencién para atrapar de manera activa a la ADN metiltransferasa
directamente y sin incorporarse en el genoma o incorporado en las islas ricas en CpG de estos genes, puede
reactivarse la transcripcion de los genes mediante la inhibicién de la metilacién de los promotores, dando como
resultado la supresion de la proliferacion de células cancerosas.

Los compuestos de la presente invencidon también pueden ser Utiles para investigacion y diagnéstico, debido a que
algunas realizaciones de los compuestos de la invencidn pueden hibridar a una regién 5' no traducida o a una
secuencia promotora de un gen, permitiendo que se construyan facilmente ensayos de tipo sandwich y otros para
explotar este hecho. La hibridacion de los analogos de oligonucleétidos de la invencion con la secuencia promotora
puede detectarse por medios conocidos en la técnica. Dichos medios pueden incluir conjugaciéon o unién no
covalente de una enzima al analogo de oligonucleétido, el radiomarcado del analogo de oligonucleétido o cualquier
otro medio de deteccién adecuado. También pueden prepararse kits que usan dichos medios de deteccion para
modular la actividad del promotor del gen en una muestra.

La presente descripcion también proporciona métodos para sintetizar los andlogos de oligonucleétidos y para
modular la metilacion de citosina en C-5. En particular, se proporcionan bloques de construccion de fosforamidita y
oligonucledtidos que contienen decitabina (5-aza-2'-desoxicitidina; D), islotes ricos en DpG (decitabina-fosfodiéster-
enlace-guanosina) y derivados. También se proporcionan métodos para preparar, formular y administrar estos
compuestos o composiciones como agentes terapéuticos a un hospedador que lo necesite. Los compuestos de la
invencion, los métodos de sintesis, la formulacion de composiciones farmacéuticas, la preparacion de envases y kits
y el uso de los compuestos o composiciones para tratar enfermedades o afecciones se describen en detalle a
continuacion.

1. Analogos de oligonucleétidos de la presente invencion

La presente invencion proporciona un analogo de oligonucleétido aislado o sintético, o una sal o éster del mismo, de
férmula general 5'-DpG-3' 0 5'-GpD-3', en los que D es decitabina; p es un enlazador fosfo; y G es desoxiguanosina.

El gen es preferentemente un gen de mamifero, y mas preferentemente un gen humano, y lo mas preferentemente
un gen supresor tumoral humano. Los ejemplos del gen humano incluyen, pero sin limitacién, VHL (el gen de Von
Hippon Landau implicado en el carcinoma de células renales); P16/INK4A (implicado en linfoma); E-cadherina
(implicado en la metastasis del cancer de mama, de tiroides, y gastrico); hMLH1 (implicado en la reparacion de ADN
en cancer de colon, gastrico, y de endometrio); BRCA1 (implicado en la reparacion del ADN en el cancer de mama y
ovario); LKB1 (implicado en el cancer de colon y de mama); P15/INK4B (implicado en leucemia, tal como LMA y
LLA); ER (receptor de estrégenos, implicado en el cancer de mama, de colon y leucemia); O6-MGMT (implicado en
la reparacion del ADN en el cancer de cerebro, de colon, de pulmén y en linfoma); GST-pi (implicado en el cancer de
mama, de proéstata, y renal); TIMP-3 (metaloproteasa tisular, implicada en la metastasis del cancer de colon, renal y
de cerebro); DAPK1 (DAP cinasa, implicada en la apoptosis del células del linfoma de células B); P73 (implicado en
la apoptosis de células de linfomas); AR (receptor de andrégenos, implicado en el cancer de prostata); RAR-beta
(receptor de acido retinoico beta, implicado en el cancer de préstata); receptor de endotelina B (implicado en el
cancer de prostata); Rb (implicado en la regulacion del ciclo celular del retinoblastoma); P14ARF (implicado en la
regulacion del ciclo celular); RASSF1 (implicado en la transduccion de sefiales); APC (implicado en la transduccion
de sefales); caspasa-8 (implicada en la apoptosis); TERT (implicado en la senescencia); TERC (implicado en la
senescencia); TMS-1 (implicado en la apoptosis); SOCS-1 (implicado en la respuesta a factores de crecimiento del
hepatocarcinoma); PITX2 (hepatocarcinoma, cancer de mama); MINT1; MINT2; GPR37; SDC4; MYOD1; MDR1;
THBS1; PTC1; y pMDRH1, tal como se describen en Santini et al. (2001) Ann. of Intern. Med. 134:573-586, que se
incorpora al presente documento por referencia en su totalidad. Las secuencias nucleotidicas de estos genes
pueden obtenerse de la pagina web del National Center for Biotechnology Information (NCBI, por sus siglas en
inglés, Centro Nacional para Informacion de Biotecnologia).

A modo de ejemplo, las secuencias promotoras de los genes supresores de tumores, p15, p16, y BRCA1, se
muestran en la Figura 27, 28, y 29, respectivamente. Los ejemplos de analogos de oligonucleétidos con al menos un
75 % de homologia de secuencia con un segmento de p15, p16, y BRCA1 se muestran en la Figura 27, 28, y 29,
respectivamente.

Los expertos en el campo de los acidos nucleicos apreciaran que cuanto mayor sea el grado de homologia de
secuencia de un polinucledtido de ensayo con su polinucledtido diana, el polinucleétido de ensayo podra
permanecer hibridado al polinucleétido diana con una mayor condicién de rigurosidad. Por lo tanto, los analogos de
oligonucledtidos de la presente invencion que se disefian para dirigirse a un gen especifico con aquellos analogos
de oligonucleétidos que hibridan con el gen diana en condiciones de muy baja a muy alta rigurosidad.

En cualquiera de las realizaciones anteriores, en enlazador entre los restos de Z y G o entre cualesquiera dos de los
restos de base en el analogo de oligonucleétido es preferentemente un enlace fosfodiéster en el azucar.
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Preferentemente, el enlazante es un enlace fosfodiéster a través de la 2'-desoxirribosa o de la ribosa, como en la
estructura de fosfodiéster del azucar natural en el ADN y ARN, respectivamente. Opcionalmente, para potenciar la
resistencia a la degradacion por nucleasas in vivo, el enlazador natural fosfodiéster -O-P(=0)(0O)-O-CHz- para que
sea un enlazador fosforotioato -O-P(=0)(S)-O-CH2-, boronofosfato o un enlazador metilfosfonato; el grupo 2'-
hidroxilo de la ribosa puede modificarse para que sea un grupo 2'-metoxi, un grupo 2'-metoxietilo, o un grupo 2'-
fluoro. Los ejemplos de dichos analogos de oligonucledtidos con estructuras no naturales se muestran en la Figura
24A, donde la decitabina se une a guanosina a través de una estructura de fosfato de ribosa. También
opcionalmente, la estructura de fosfodiéster del aztcar natural puede reemplazarse con una estructura de nucleétido
de proteina (APN) donde la estructura se produce mediante la repeticion de unidades de N-(2-aminoetil)-glicina
mediante enlaces peptidicos. Un ejemplo de dicho analogo de oligonucleétido con estructura de APN se muestra en
la Figura 24B, donde la 5-aza-citosina se une a la guanina mediante una estructura de APN. Otros tipos de
enlazantes para oligonucleétidos disefiados para que sean mas resistentes a la degradacién por nucleasas que los
naturales se describen en los documentos US 6.900.540 y US 6.900.301.

Los analogos de oligonucledtidos de la presente invencién pueden ser aquellos aislados a partir de fuentes
bioldgicas, tales como tejidos, células y fluidos corporales, y preferentemente purificados hasta un grado de pureza
sustancial, mas preferentemente de al menos un 80 % de pureza, y lo mas preferentemente del 95 % de pureza. Los
analogos de oligonucledtidos también pueden ser aquellos sintéticos que son oligonucleétidos de origen no natural
que comprenden 5-aza-citidina, por ejemplo, sintetizados quimica o enzimaticamente in vitro.

Los analogos de oligonucledtidos de la presente invencion abarcan cualquier sal, éster, o sales de dichos ésteres
farmacéuticamente aceptables.

La expresion "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales fisioldgicamente y farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de la invencion: es decir, sales que retienen la actividad biolégica deseada del
compuesto parental y que no confieren efectos toxicolégicos no deseados a los mismos.

Las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables se forman con metales o aminas, tales como metales
alcalinos y alcalinotérreos o aminas organicas. Los ejemplos de metales usados como cationes son sodio, potasio,
magnesio, calcio, y similares. Los ejemplos de aminas adecuadas son N,N'-dibenciletilendiamina, cloroprocaina,
colina, dietanolamina, diciclohexilamina, etilendiamina, N-metilglucamina, y procaina (véase, por ejemplo, Berge et
al., "Pharmaceutical Salts," J. of Pharma Sci., 1977, 66, 1-19). Las sales de adicidon de base de dichos compuestos
acidos se preparan poniendo en contacto la forma de acido libre con una cantidad suficiente de la base deseada
para producir la sal de manera convencional. La forma de acido libre puede regenerarse poniendo en contacto la
forma de sal con un acido y aislando el acido libre de manera convencional. Las formas de acido libre difieren de sus
formas de sal respectivas hasta cierto punto en determinadas propiedades fisicas, tales como solubilidad en
disolventes polares, pero por lo demas, las sales son equivalentes a su acido libre respectivo para los fines de la
presente invencion.

Tal como se usa en el presente documento, una "sal de adicidon farmacéutica" incluye una sal farmacéuticamente
aceptable de una forma de acido de uno de los componentes de las composiciones de la invencion. Estas incluyen
sales de acidos organicos e inorganicos de aminas. Las sales acidas preferidas son los clorhidratos, acetatos,
salicilatos, nitratos y fosfatos. Otras sales farmacéuticamente aceptables adecuadas se conocen bien por los
expertos en la materia e incluyen sales béasicas de una diversidad de acidos organicos e inorganicos, tal como, por
ejemplo, con acidos inorganicos, tales como, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico o
acido fosférico; con acidos organicos carboxilicos, sulfonicos, sulfo o fosfo o acidos sulfamicos N-sustituidos, por
ejemplo, acido acético, acido propidnico, acido glicélico, acido succinico, acido maleico, acido hidroximaleico, acido
metilmaleico, acido fumarico, acido malico, acido tartarico, acido lactico, acido oxalico, acido glucénico, acido
glucarico, acido glucurénico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido salicilico, acido 4-
aminosalicilico, acido 2-fenoxibenzoico, &acido 2-acetoxibenzoico, acido embodnico, &acido nicotinico o acido
isonicotinico; y con aminoacidos, tales como los 20 alfa-aminoacidos implicados en la sintesis de proteinas en la
naturaleza, por ejemplo, acido glutamico o acido aspartico, y también con acido fenilacético, acido metanosulfénico,
acido etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido etano-1,2-disulfénico, acido bencenosulfénico, acido 4-
metilbencenosulfénico, acido naftalen-2-sulfénico, acido naftalen-1,5-disulfonico, 2- o 3-fosfoglicerato, glucosa-6-
fosfato, acido N-ciclohexanosulfamico (con la formacion de ciclamatos), o con otros compuestos organicos acidos,
tales como acido ascérbico. Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos también pueden prepararse
con un cation farmacéuticamente aceptable. Los cationes farmacéuticamente aceptables adecuados se conocen
bien por los expertos en la materia e incluyen cationes alcalinos, alcalinotérreos, de amonio y de amonio cuaternario.
Los carbonatos o hidrogenocarbonatos también son posibles.

Para los analogos de oligonucleétidos de la presente invencion, los ejemplos preferidos de sales farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero sin limitacion (a) sales formadas con cationes, tales como sodio, potasio, amonio,
magnesio, calcio, poliaminas, tales como espermita y espermidina, etc.; (b) sales de adiciéon de acido formadas con
acidos inorganicos, por ejemplo, acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico acido nitrico y
similares; (c) sales formadas con acidos organicos, tales como, por ejemplo, acido acético, acido oxalico, acido
tartarico, acido succinico, acido maleico, acido fumarico, acido glucénico, acido citrico, acido malico, acido
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ascorbico, acido benzoico, acido tanico, acido palmitico, acido alginico, acido poliglutamico, acido naftalenosulfénico,
acido metanosulfénico, acido p-toluenosulfénico, acido naftalenodisulfénico, acido poligalacturénico, y similares; y (d)
sales formadas a partir de aniones elementales, tales como cloro, bromo, y yodo.

La invencién también abarca compuestos aislados. Un compuesto aislado se refiere a un compuesto que representa
al menos un 10 %, preferentemente un 20 %, mas preferentemente un 50 % y lo mas preferentemente un 80 % del
compuesto presente en la mezcla, y muestra una actividad inhibidora detectable (es decir, estadisticamente
significativa) de metilacion de ADN cuando se ensaya en ensayos bioldgicos, tales como el analisis de restriccion de
bisulfito combinado o COBRA (Xiong, Z.; Laird, P. W. Nucleic Acids Res. 1997, 25, 2532-2534) y el ensayo de
incorporacion de metilo radiomarcado (Francis, K. T.; Thompson, R. W.; Krumdieck, C. L Am. J. Clin. Nutr. 1977, 30,
2028-2032).

2. Formulaciones farmacéuticas de la presente invencién

De acuerdo con la presente invencién, los analogos de nucledtidos o compuestos de la presente invencion pueden
formularse en composiciones farmacéuticamente aceptables para tratar varias enfermedades y afecciones.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencién comprenden uno o mas compuestos de
la invencidon en asociacion con uno o mas vehiculos y/o diluyentes y/o adyuvantes y/o excipientes no toéxicos
farmacéuticamente aceptables, citados colectivamente en el presente documento como materiales de "vehiculo", y si
se desea, otros principios activos.

Los compuestos de la presente invencion se administran mediante cualquier ruta, preferentemente en forma de una
composicion farmacéutica adaptada a dicha ruta, tal como se ilustra a continuacién y dependen de la afecciéon que
se esté tratando. Los compuestos y composiciones pueden, por ejemplo, administrarse por via oral, parenteral,
intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, transdérmica, sublingual, intramuscular, rectal, transbucal, intranasal,
liposomal, mediante inhalacién, por via vaginal, intraocular, mediante administracién local (por ejemplo, mediante un
catéter o endoprétesis), por via subcutanea, intraadiposa, intraarticular o intratecal.

La formulacion farmacéutica puede incluir ademas opcionalmente un excipiente afadido en una cantidad suficiente
para potenciar la estabilidad de la composicion, mantener el producto en solucién o prevenir efectos secundarios
(por ejemplo, ulceracion potencial, irritacion o extravasacién vascular) asociados con la administracion de la
formulaciéon de la invencién. Los ejemplos de excipientes incluyen, pero sin limitaciéon, manitol, sorbitol lactosa,
dextrosa, ciclodextrina, tal como, a-, B-, y y-ciclodextrina, y ciclodextrina amorfa modificada, tal como a-, B-, y y-
ciclodextrina sustituida con hidroxipropilo, hidroxietilo, glucosilo, maltosilo, matotriosilo, carboxiamidometilo,
carboximetilo, sulfobutiléter y dietilamino. Las ciclodextrinas, tales como Encapsin® de Janssen Pharmaceuticals o
sus equivalentes pueden usarse para este fin.

Para administracion oral, las composiciones farmacéuticas pueden estar en forma de, por ejemplo, comprimido,
capsula, suspension o liquido. La composicion farmacéutica se elabora preferentemente en forma de dosis unitaria
que contiene una cantidad terapéuticamente eficaz del principio activo. Los ejemplos de dichas dosis unitarias son
comprimidos y capsulas. Con fines terapéuticos, los comprimidos y capsulas que pueden contener, ademas del
principio activo, vehiculos convencionales, tales como agentes aglutinantes, por ejemplo, goma arabiga, gelatina,
polivinilpirrolidona, sorbitol o tragacanto; cargas, por ejemplo, fosfato de calcio, glicina, lactosa, almidéon de maiz,
sorbitol 0 sacarosa; lubricantes, por ejemplo, estearato de magnesio, polietilenglicol, silice, o talco; disgregantes, por
ejemplo, almidén de patata, agentes aromatizantes o colorantes, o agentes humectantes adecuados. Las
preparaciones liquidas orales estan generalmente en forma de soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes o
elixires acuosos u oleosos que pueden contener aditivos convencionales, tales como agentes suspensores, agentes
emulsionantes, agentes no acuosos, conservantes, agentes colorantes y agentes aromatizantes. Los ejemplos de
aditivos para preparaciones liquidas incluyen goma arabiga, aceite de almendras, alcohol etilico, aceite de coco
fraccionado, gelatina, jarabe de glucosa, glicerina, grasas comestibles hidrogenadas, lecitina, metilcelulosa, para-
hidroxibenzoato de metilo o propilo, propilenglicol, sorbitol o acido sérbico.

Para uso tdpico, los compuestos de la presente invencion también pueden prepararse en formas adecuadas para su
aplicacion a la piel, o membranas mucosas de la nariz y la garganta, y pueden estar en forma de cremas, pomadas,
pulverizadores o inhalantes liquidos, pastillas para chupar o tinturas para la garganta. Dichas formulaciones tépicas
pueden incluir ademas compuestos quimicos, tales como dimetilsulfoxido (DMSQO) para facilitar la penetracion
superficial del principio activo.

Para aplicacion a los ojos o al oido, los compuestos de la presente invencion pueden presentarse en forma liquida o
semiliquida formulados en bases hidréfobas o hidréfilas en forma de pomadas, cremas, lociones, tinturas o polvos.

Para administracién rectal, los compuestos de la presente invencion pueden administrarse en forma de supositorios
mezclados con vehiculos convencionales, tales como manteca de cacao, cera u otro glicérido.
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Como alternativa, los compuestos de la presente invencion pueden estar en forma de polvo para su reconstitucion
en el vehiculo farmacéuticamente aceptable en el momento de su administracion.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante inyeccion. Las formulaciones para administracion
parenteral pueden estar en forma de soluciones o suspensiones para inyeccién estériles isoténicas acuosas o no
acuosas. Estas soluciones o suspensiones pueden prepararse a partir de polvos o granulos estériles que tengan uno
0 mas de los vehiculos mencionados para su uso en las formulaciones para administracién oral. Los compuestos
pueden disolverse en polietilenglicol, propilenglicol, etanol, aceite de maiz, alcohol bencilico, cloruro de sodio, y/o
diversos tampones.

Los analogos de oligonucleétidos de la presente invencion pueden prepararse y formularse en forma de emulsiones.
Las emulsiones son sistemas tipicamente heterogéneos de un liquido disperso en otro en forma de gotas que
normalmente son mayores de 0,1 ym de didametro. (Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 199; Rosoff, en Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag.
245; Bloque en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc.,
Nueva York, N.Y., Volumen 2, pag. 335; Higuchi et al., en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co., Easton, Pa., 1985, pag. 301). Las emulsiones normalmente son sistemas bifasicos que comprenden dos fases
liquidas inmiscibles mezcladas intimamente y dispersas entre si. En general, las emulsiones pueden ser de la
variedad bien de agua en aceite (a/ac) o de aceite en agua (ac/a). Cuando una fase acuosa se divide finamente en y
de dispersa como gotitas minusculas en una fase de aceite en bruto, la composicion resultante se denomina una
emulsion de agua en aceite (a/ac). Como alternativa, cuando una fase oleosa se divide finamente en y se dispersa
como gotitas mindsculas en una fase acuosa en bruto, la composicion resultantes se denomina una emulsién de
aceite en agua (ac/a). Las emulsiones pueden contener componentes adicionales ademas de las fases dispersas y
el farmaco activo, que puede estar presente en forma de una solucién en bien la fase acuosa, la fase oleosa o en si
en forma de una fase separada. Los excipientes farmacéuticos, tales como emulsionantes, estabilizantes, tintes, y
antioxidantes también pueden estar presentes en emulsiones, segun sea necesario. Las emulsiones farmacéuticas
también pueden ser emulsiones multiples que estan compuestas de mas de dos fases, tales como, por ejemplo, en
el caso de emulsiones de aceite en agua y en aceite (ac/a/ac) y de agua en aceite y en agua (a/ac/a). Dichas
formulaciones complejas a menudo proporcionan determinadas ventajas que las demas emulsiones binarias no
proporcionan. Multiples emulsiones en las que las gotitas de aceite individuales de una emulsién de ac/a encierran
pequefias gotitas de agua constituyen una emulsion a/ac/a. Igualmente un sistema de gotitas de aceite encerradas
en glébulos de agua estabilizados en un continuo de aceite proporciona una emulsién de ac/a/ac.

Las emulsiones se caracterizan por muy poca o ninguna estabilidad termodinamica. A menudo, la fase dispersa o
discontinua de la emulsién esta bien dispersa en la fase externa o continua y se mantiene en esta forma por medio
de emulsionantes o por la viscosidad de la formulacion. Cualquiera de las fases de la emulsion puede ser un
semisolido o un sdlido, como es el caso de bases de pomada y cremas de tipo emulsion. Otros medios para
estabilizar emulsiones implica el uso de emulsionantes que pueden incorporarse en cualquier fase de la emulsién.
Los emulsionantes pueden clasificarse ampliamente en cuatro categorias: tensioactivos sintéticos, emulsionantes de
origen natural, bases de absorcion, y solidos finamente divididos (Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 199).

Los tensioactivos sintéticos, también conocidos como agentes activos de superficie, se han podido emplear
ampliamente en la formulacién de emulsiones y se han revisado en la bibliografia (Rieger, en Pharmaceutical
Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag.
285; Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), Marcel Dekker, Inc., Nueva York,
N.Y., 1988, Volumen 1, pag. 199). Los tensioactivos son tipicamente anfifilicos y comprenden una porcion hidrofila y
una hidréfoba. La proporcién de la naturaleza hidréfila a la hidréfoba del tensioactivo se ha denominado el equilibrio
hidréfilo/lipéfilo (EHL) y es una herramienta valiosa para clasificar y seleccionar tensioactivos en la preparacion de
formulaciones. Los tensioactivos pueden clasificarse en diferentes clases basandose en la naturaleza del grupo
hidréfilo: no idnico, anidnico, catidnico y anfotérico (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 285).

Los emulsionantes de origen natural usados en formulaciones en emulsion incluyen lanolina, cera de abeja,
fosfatidos, lecitina y goma arabiga. Las bases de absorcidon poseen propiedades hidréfilas, de tal forma que pueden
absorber agua para formar emulsiones a/ac y seguir manteniendo sus consistencias semisdlidas, tales como
lanolina anhidra y vaselina hidréfila. También se han usado sélidos finamente divididos como buenos emulsionantes,
especialmente en combinacion con tensioactivos y preparaciones viscosas. Estos incluyen sdlidos inorganicos
polares, tales como hidréxidos de metales pesados, arcillas que no se hinchan, tales como bentonita, atapulgita,
hectorita, caolin, montmorillonita, silicato de aluminio coloidal y silicato de magnesio y aluminio coloidal, pigmentos y
solidos no polares, tales como carbono y triestearato de glicerilo.

También se incluyen una gran variedad de materiales no emulsionantes en formulaciones en emulsion y contribuyen
a las propiedades de las emulsiones. Estos incluyen grasas, aceites, ceras, acidos grasos, alcoholes grasos, ésteres
grasos, humectantes, coloides hidrofilos, conservantes y antioxidantes (Block, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 335; Idson, en
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Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
Volumen 1, pag. 199).

Los coloides hidrofilos o hidrocoloides incluyen gomas de origen natural y polimeros sintéticos, tales como
polisacaridos (por ejemplo, goma arabiga, agar, acido alginico, carragenano, goma guar, goma de karaya, y
tragacanto), derivados de celulosa (por ejemplo, carboximetilcelulosa y carboxipropilcelulosa), y polimeros sintéticos
(por ejemplo, carbomeros, éteres de celulosa, y polimeros de carboxivinilo). Estos se dispersan o hinchan en agua
para formar soluciones coloidales que estabilizan emulsiones formando peliculas interfaciales fuertes alrededor de
las gotitas de la fase dispersa y aumentando la viscosidad de la fase externa.

Ya que las emulsiones a menudo contienen una serie de ingredientes, tales como carbohidratos, proteinas,
esteroles y fosfatidas que pueden soportar facilmente el crecimiento de microbios, estas formulaciones a menudo
incorporan conservantes. Los conservantes de uso comun incluidos en las formulaciones en emulsion incluyen metil
parabeno, propil parabeno, sales de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, ésteres de acido p-hidroxibenzoico,
y acido bodrico. También se afiaden comunmente antioxidantes a las formulaciones en emulsion para prevenir el
deterioro de la formulacion. Los antioxidantes usados pueden ser secuestrantes de radicales libres, tales como
tocoferoles, galatos de alquilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, o agentes reductores, tales como acido
ascoérbico y metabisulfito sodico, y sinergistas antioxidantes, tales como acido citrico, acido tartarico, y lecitina.

La aplicacion de formulaciones en emulsion mediante las rutas dermatoldgica, oral y parenteral y los métodos para
su fabricacion se han revisado en la bibliografia (Idson, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y
Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 199). Las formulaciones en emulsion
para administracion se han usado muy ampliamente debido a razones de facilidad de formulacién y eficacia desde
un punto de vista de la absorcién y la biodisponibilidad. (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman,
Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 245; Idson, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
Volumen 1, pag. 199). Los laxantes con base de aceite mineral, vitaminas solubles en aceite y preparaciones
nutritivas altas en grasa se encuentran entre los materiales que se han administrado cominmente por via oral como
emulsiones de ac/a.

En una realizacién de la presente invencion, los analogos de oligonucleétidos se formulan como microemulsiones.
Una microemulsion puede definirse como un sistema de agua, aceite y un anfifilo que es una solucién liquida
Opticamente, isotropicamente y termodinamicamente estable individual (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms,
Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 245).
Tipicamente, las microemulsiones son sistemas que se preparan dispersando en primer lugar un agente en una
solucion de tensioactivo acuoso y después anadiendo una cantidad suficiente de un cuarto componente,
generalmente un alcohol de cadena de longitud intermedia para formar un sistema transparente. Por lo tanto,
también se han descrito las microemulsiones como dispersiones termodinamicamente estables, isotrépicamente
claras de dos liquidos inmiscibles que se estabilizan mediante peliculas interfaciales de moléculas tensioactivas
(Leung y Shah, en: Controlled Release of Drugs: Polymers and Aggregate Systems, Rosoff, M., Ed., 1989, VCH
Publishers, Nueva York, paginas 185-215). Las microemulsiones se preparan comunmente mediante una
combinacién de tres a cinco componentes que incluyen aceite, agua, tensioactivo, co-tensioactivo y electrolito. El
hecho de que la microemulsion sea de tipo de agua en aceite (a/ac) o de aceite en agua (ac/a) depende de las
propiedades del aceite y el tensioactivo usado y de la estructura y empaquetamiento geométrico de las cabezas
polares y las colas de hidrocarburos de las moléculas de tensioactivo (Schott, en Remington's Pharmaceutical
Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1985, pag. 271).

La estrategia fenomenolégica que utiliza diagramas de fase se ha estudiado extensivamente y ha proporcionado un
conocimiento exhaustivo, para los expertos en la materia, de cémo formular microemulsiones (Rosoff, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y.,
Volumen 1, pag. 245; Block, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 335). En comparacion con las emulsiones convencionales, las
microemulsiones ofrecen la ventaja de solubilizar farmacos insolubles en agua en una formulaciéon de gotitas
termodinamicamente estable que se forman espontaneamente.

Los tensioactivos usados en la preparacién de microemulsiones incluyen, pero sin limitacion, tensioactivos iénicos,
tensioactivos no iénicos, Brij 96, oleil éteres de polioxietileno, ésteres de acidos grasos de poliglicerol, monolaurato
de tetraglicerol (ML310), monooleato de tetraglicerol (MO310), monooleato de hexaglicerol (PO310), pentaoleato de
hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750), sequioleato de
decaglicerol (SO750), decaoleato de decaglicerol (DAO750), solos o en combinacidon con co-tensioactivos. El co-
tensioactivo, normalmente un alcohol de cadena corta, tal como etanol, 1-propanol, y 1-butanol sirve para aumentar
la fluidez interfacial penetrando en la pelicula de tensioactivo y creando por consiguiente una pelicula desordenada
debido al espacio hueco generado entre las moléculas de tensioactivo. Las microemulsiones pueden, sin embargo,
prepararse sin el uso de co-tensioactivos y se conocen en la técnica sistemas de microemulsiones
autoemulsionantes sin alcohol. La fase acuosa puede ser tipicamente, pero sin limitacion, agua, una solucién acuosa
del farmaco, glicerol, PEG300, PEG400, poligliceroles, propilenglicoles, y derivados de etilenglicol. La fase acuosa
puede incluir, pero sin limitacién, materiales tales como Captex 300, Captex 355, Capmul MCM, ésteres de acidos
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grasos, mono, di y triglicéridos de cadena media (C8-C12), ésteres de acidos grasos de glicerilo polioxietilados,
alcoholes grasos, glicéridos poliglicolizados, glicéridos C8-C10 poliglicolados saturados, aceites vegetales y aceite
de silicona.

Las microemulsiones son particularmente interesantes desde el punto de vista de solubilizaciéon del farmaco y la
absorcion potenciada de farmacos. Se ha propuesto que las microemulsiones basadas en lipidos (tanto ac/a como
al/ac) potencian la biodisponibilidad oral de farmacos, incluyendo péptidos (Constantinides et al, Pharmaceutical
Research, 1994,11, 1385-1390; Ritschel, Meth. Find. Exp. Clin. Pharmacol., 1993, 13, 205). Las microemulsiones
proporcionan las ventajas de mayor solubilizacion de farmaco, de proteccion del farmaco frente a la hidrdlisis
enzimatica, de posible potenciacion de absorcién de farmaco debido a las alteraciones inducidas por tensioactivos
en la fluidez y permeabilidad de membrana, facilidad de preparacion, facilidad de administracion frente a formas de
dosificacién solidas, potencia clinica mejorada, y toxicidad disminuida (Constantinides et al., Pharmaceutical
Research, 1994, 11, 1385; Ho et al., J. Pharm. Sci., 1996, 85, 138-143). A menudo, las microemulsiones pueden
formarse espontaneamente cuando sus componentes se juntan a temperatura ambiente. Esto puede ser
particularmente ventajoso cuando se formulan farmacos, péptidos u oligonucledtidos termolabiles. Las
microemulsiones también han sido eficaces para la administracion transdérmica de los componentes activos en
aplicaciones tanto cosméticas como farmacéuticas. Se espera que las composiciones y formulaciones de
microemulsion de la presente invencién faciliten la absorcidon sistémica aumentada de oligonucledtidos y acidos
nucleicos a través del tracto gastrointestinal, asi como mejorar la captacién celular local de los oligonucleétidos y
acidos nucleicos en el tracto gastrointestinal, la vagina, la cavidad bucal y otras areas de administracion.

Las microemulsiones de la presente invencion también pueden contener componentes y aditivos adicionales, tales
como monoestearato de sorbitan (Grill 3), Labrasol, y potenciadores de la penetracion para mejorar las propiedades
de la formulacion y para potenciar la absorcion de los oligonucleétidos y acidos nucleicos de la presente invencion.
Los potenciadores de la penetracion usados en las microemulsiones de la presente invenciéon pueden clasificarse
como pertenecientes a una de cinco categorias amplias, tensioactivos, acidos grasos, sales biliares, agentes
quelantes, y tensioactivos no quelantes (Lee et al., Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1991, pag.
92). Cada una de estas clases se ha discutido anteriormente.

Aparte de las microemulsiones hay muchas estructuras de tensioactivo organizadas que se han estudiado y usado
para la formulaciéon de farmacos. Estas incluyen monocapas, micelas, bicapas y vesiculas. Las vesiculas, tales como
liposomas, han atraido gran interés debido a su especificidad y a la duraciéon de la accién que ofrecen desde el
punto de vista de administracion de farmaco. Tal como se usa en la presente invencion, el término "liposoma"
significa una vesicula compuesta de lipidos anfifilicos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas.

Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares que tienen una membrana formada a partir de un
material lipdfilo y un interior acuoso. La parte acuosa contiene la composicion que va a administrarse. Los liposomas
catiénicos poseen la ventaja de ser capaces de fusionarse a la pared celular. Los liposomas no catiénicos, aunque
no son capaces de fusionarse de manera tan eficaz con la pared celular, son captados por los macréfagos in vivo.

Para atravesar la piel intacta de los mamiferos, las vesiculas de lipido tienen que pasar a través de una serie de
finos poros, cada uno con un diametro menor de 50 nm, bajo la influencia de un gradiente transdérmico adecuado.
Por lo tanto, es deseable usar un liposoma que sea elevadamente deformable y que sea capaz de pasar a través de
dichos finos poros.

Las ventajas adicionales de los liposomas incluyen: los liposomas obtenidos a partir de fosfolipidos naturales son
biocompatibles y biodegradables; los liposomas pueden incorporar una amplia variedad de farmacos solubles en
agua y en lipidos; los liposomas pueden proteger a farmacos encapsulados en sus compartimentos internos del
metabolismo y la degradacién (Rosoff, en Pharmaceutical Dosage Forms, Lieberman, Rieger y Banker (Eds.), 1988,
Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., Volumen 1, pag. 245). La carga superficial del lipido, el tamafio de las
vesiculas y el volumen acuoso de los liposomas son consideraciones importantes en la preparacion de
formulaciones de liposomas.

Los liposomas son utiles para la transferencia y administracion de ingredientes activos para el sitio de accion.
Debido a que la membrana liposémica es similar estructuralmente a las membranas biolégicas, cuando se aplican
liposomas a un tejido, los liposomas empiezan a juntarse a las membranas celulares. A medida que progresa la
fusion del liposoma y la célula, los contenidos liposémicos se vacian dentro de la célula donde puede actuar el
agente activo.

Las formulaciones liposémicas han sido el foco de investigacion extensiva como modo de administracion para
muchos farmacos. Hay cada vez mas pruebas de que para administracién topica, los liposomas presentan varias
ventajas frente a otras formulaciones. Dichas ventajas incluyen efectos secundarios reducidos relacionados con una
elevada absorcion sistémica del farmaco administrado, una acumulacién aumentada del farmaco administrado en la
diana deseada, y la capacidad para administrar una gran variedad de farmacos, tanto hidréfilos como hidréfobos, a
la piel.
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Los liposomas se encuentran en dos clases amplias. Los liposomas catidnicos son liposomas cargados
positivamente que interactian con las moléculas de ADN cargadas negativamente para formar un complejo estable.
El complejo de ADN cargado positivamente/liposoma se une a la superficie celular cargada negativamente y se
internaliza en un endosoma. Debido al pH acido dentro del endosoma, los liposomas se rompen, liberando sus
contenidos en el citoplasma celular (Wang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 147, 980-985).

Los liposomas que son sensibles al pH o estan cargados negativamente, atrapan al ADN en vez de formar un
complejo con este. Ya que tanto el ADN y el lipido estan cargados de manera similar, sucede mas la repulsion que la
formacion de complejos. Sin embargo, algo de ADN se queda atrapado en el interior acuoso de estos liposomas. Los
liposomas sensibles al pH se han usado para administrar ADN que codifica el gen de timidina cinasa a monocapas
celulares en cultivo. La expresion del gen exdégeno se detectd en las células dianas (Zhou et al., Journal of
Controlled Release, 1992, 19, 269-274).

Un tipo importante de composicion liposémica incluye fosfolipidos distintos de la fosfatidilcolina de origen natural.
Las composiciones liposdmicas neutras, por ejemplo, pueden formarse a partir de dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC)
o dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC). Las composiciones de liposomas anioénicos se forman generalmente a partir de
dimiristoil fosfatidilglicerol, mientras que los liposomas fusogénicos anidnicos se forman principalmente a partir de
dioleoil fosfatidiletanolamina (DOPE). Otro tipo de composicion liposémica se forma a partir de fosfatidilcolina (PC),
tales como, por ejemplo, PC de soja, y PC de huevo. Otro tipo se forma a partir de mezclas de fosfolipidos y/o
fosfatidilcolina y/o colesterol.

Los sistemas liposdmicos no i6nicos también se han examinado para determinar su utilidad en la administracion de
farmacos a la piel, en particular sistemas que comprenden un tensioactivo no idnico y colesterol. Las formulaciones
liposémicas no ionicas que comprenden Novasome™ | (dilaurato de glicerilo/colesterol/éter de polioxietilen-10-
estearilo) y Novasome™ |l (diestearato de glicerilo/colesterol/éter de polioxietilen-10-estearilo) se usaron para
administrar ciclosporina A a la dermis de la piel de ratén. Los resultados indicaron que dichos sistemas liposémicos
no iénicos fueron eficaces para facilitar la deposicion de ciclosporina A en diferentes capas de la piel (Hu et al.,
S.T.P.Pharma. Sci., 1994, 4, 6, 466).

Los liposomas también incluyen liposomas "estabilizados estéricamente”, un término que, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se
incorporan en liposomas, dan como resultado tiempos de circulacién potenciados en relacion a liposomas que
carecen de dichos lipidos especializados. Los ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquellos en
los que parte de la porcién lipidica formadora de vesiculas del liposoma (A) comprende uno o mas glucolipidos, tales
como monosialogangliésido Gui, 0 (B) se deriva con uno o mas polimeros hidrdéfilos, tales como un resto de
polietilenglicol (PEG). Aunque no se desea estar ligado por ninguna teoria en particular, en la técnica se cree que, al
menos para liposomas estabilizados estéricamente que contiene gangliésidos, esfingomielina o lipidos derivados
con PEG, la semivida en circulacion potenciada de estos liposomas estabilizados estéricamente a partir de una
captacién reducida en células del sistema reticuloendotelial (RES) (Allen et al., FEBS Letters, 1987, 223, 42; Wu et
al., Cancer Research, 1993, 53,3765).

Se conocen en la técnica varios liposomas que comprenden uno o mas glucolipidos. Papahadjopoulos et al. (Ann.
N.Y. Acad. Sci., 1987, 507, 64) comunicaron la capacidad del monosialogangliésido Gm1, del sulfato de
galactocerebrésido y del fosfatidilinositol para mejorar las semividas en sangre de los liposomas. Estos
descubrimientos se expusieron por Gabizon et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 1988, 85,6949). La Patente de
Estados Unidos N° 4.837.028 y el documento WO 88/04924, ambas de Allen et al., divulgan liposomas que
comprenden (1) esfingomielina y (2) el gangliésido Gu1 0 un éster de sulfato de galactocerebrésido. La Patente de
Estados Unidos N° 5.543.152 (Webb et al.) divulga liposomas que comprenden esfingomielina. Los liposomas que
comprenden 1,2-sn-dimiristoilfosfatidilcolina se divulgan en el documento WO 97/13499 (Lim et al.).

Muchos liposomas que comprenden lipidos derivatizados con uno o0 mas polimeros hidréfilos, y los métodos para la
preparacion de los mismos, se conocen en la técnica. Sunamoto et al. (Bull. Chem. Soc. Jpn., 1980, 53,2778)
describieron liposomas que comprenden un detergente no ionico, 2C12 15G, que contiene un resto de PEG. lllum et
al. (FEBS Lett, 1984, 167, 79) indicaron que el recubrimiento hidréfilo de particulas de poliestireno con glicoles
poliméricos da como resultado semividas en sangre significativamente potenciadas. Los fosfolipidos sintéticos
modificados mediante la unién de grupos carboxilicos de polialquilenglicoles (por ejemplo, PEG) se describen por
Sears (Patentes de Estados Unidos N° 4.426.330 y 4.534.899). Klibanov et al. (FEBS Lett.,, 1990, 268, 235)
describieron experimentos que demuestran que los liposomas que comprenden fosfatidiletanolamina (PE)
derivatizada con PEG o estearato de PEG tienen aumentos significativos en las semividas en la circulacién
sanguinea. Blume et al. (Biochimica et Biophysica Acta, 1990, 1029, 91) extendieron dichas observaciones a otros
fosfolipidos derivatizados con PEG, por ejemplo, DSPE-PEG, formado a partir de la combinacion de
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) y PEG. Los liposomas que tienen restos de PEG unidos covalentemente a su
superficie externa se describen en la Patente Europea N° EP 0 445 131 B1 y en el documento WO 90/04384 de
Fisher. Las composiciones de liposomas que contienen 1-20 por ciento de moles de PE derivatizada con PEG, y los
métodos de uso de las mismas, se describen por Woodle et al. (Patentes de Estados Unidos N° 5.013.556 y
5.356.633) y Martin et al. (Patente de Estados Unidos N° 5.213.804 y la Patente Europea N° EP 0 496 813 B1). Los
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liposomas que comprenden una serie de conjugados de polimero de lipido se divulgan en el documento WO
91/05545 y en la Patente de Estados Unidos N° 5.225.212 (ambas de Martin et al.) y en el documento WO 94/20073
(Zalipsky et al.) Los liposomas que comprenden lipidos de ceramida modificados con PEG se describen en el
documento WO 96/10391 (Choi et al.). Las Patentes de Estados Unidos N° 5.540.935 (Miyazaki et al.) y 5.556.948
(Tagawa et al.) describen liposomas que contienen PEG que pueden derivatizarse ademas con restos funcionales
en sus superficies.

Se conocen en la técnica un ndmero limitado de liposomas que comprenden acidos nucleicos. EI documento WO
96/40062 de Thierry et al. divulga métodos para encapsular acidos nucleicos de alto peso molecular en liposomas.
La Patente de Estados Unidos N° 5.264.221 de Tagawa et al. divulga liposomas unidos a proteinas y afirma que los
contenidos de dichos liposomas pueden incluir un ARN antisentido. La Patente de Estados Unidos N° 5.665.710 de
Rahman et al. describe determinados métodos para encapsular oligodesoxinucleétidos en liposomas. El documento
WO 97/04787 de Love et al. divulga liposomas que comprenden oligonucleétidos antisentido dirigidos al gen raf.

Los transferosomas son otro tipo mas de liposomas, y son agregados lipidicos elevadamente deformables que son
atractivos para vehiculos de administracion de farmacos. Los transferosomas pueden describirse como gotitas
lipidicas que son tan elevadamente deformables que son facilmente capaces para penetrar a través de los poros que
son mas pequefos que la gota. Los transferosomas son adaptables al ambiente en el que se usan, por ejemplo, se
optimizan a si mismos (se adaptan a la forma de los poros en la piel), se reparan a si mismos, alcanzan
frecuentemente a sus dianas sin fragmentacion, y a menudo se cargan a si mismos. Para producir transferosomas
es posible afadir activadores del borde superficial, normalmente tensioactivos, a una composicién liposomal
convencional. Los transferosomas se han usado para administrar seroalbumina a la piel. La administracion mediada
por transferosoma de seroalbumina ha demostrado ser tan eficaz como una inyeccion subcutanea de una solucion
que contiene seroalbumina.

Los tensioactivos encuentran una amplia aplicacion en formulaciones, tales como emulsiones (incluyendo
microemulsiones) y liposomas. La forma mas comun de clasificar y puntuar las propiedades de los muchos
diferentes tipos de tensioactivos, tanto naturales como sintéticos, es mediante el uso del equilibrio hidroéfilo/lipdfilo
(HLB). La naturaleza del grupo hidréfilo (también conocida como la "cabeza") proporciona el medio mas util para
categorizar los diferentes tensioactivos usados en formulaciones (Rieger, en Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, pag. 285).

Si la molécula de tensioactivo no esta ionizada, se clasifica como un tensioactivo no iénico. Los tensioactivos no
idnicos tienen gran aplicaciéon en productos farmacéuticos y cosméticos y son usables frente a un gran abanico de
valores de pH. En general, sus valores de HBL varian desde 2 hasta aproximadamente 18 en su estructura. Los
tensioactivos no idnicos incluyen ésteres no iénicos, tales como ésteres de etilenglicol, ésteres de propilenglicol,
ésteres de dlicerilo, ésteres de poliglicerilo, ésteres de sorbitan, ésteres de sacarosa, y ésteres etoxilados. Las
alcanolamidas no idnicas y los éteres, tales como etoxilatos de alcoholes grasos, alcoholes propoxilados y polimeros
de bloque etoxilados/propoxilados también se incluyen en esta clase. Los tensioactivos de polioxietileno son los
miembros mas populares de la clase de tensioactivos no iénicos.

Si la molécula de tensioactivo porta una carga negativa cuando se disuelve o dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como anidénico. Los tensioactivos aniénicos incluyen carboxilatos, tales como jabones, lactilatos de acilo,
amidas de acilo de aminoacidos, ésteres de acido sulfurico, tales como sulfatos de alquilo y sulfatos de alquilo
etoxilados, sulfonatos, tales como sulfonatos de alquilbenceno, isetionatos de acilo, tauratos de acilo y
sulfosuccinatos, y fosfatos. Los miembros mas importantes de la clase de tensioactivos anidnicos son los sulfatos de
alquilo y los jabones.

Si la molécula de tensioactivo porta una carga positiva cuando se disuelve o dispersa en agua, el tensioactivo se
clasifica como catiénico. Los tensioactivos catidnicos incluyen sales de amonio cuaternario y aminas etoxiladas. Las
sales de amonio cuaternario son los miembros mas usados de esta clase.

Si la molécula de tensioactivo tiene la capacidad para portar una carga bien positiva o negativa, el tensioactivo se
clasifica como anfotérico. Los tensioactivos anfotéricos incluyen derivados de acido acrilico, alquilamidas sustituidas,
N-alquilbetainas y fosfatidas.

El uso de tensioactivos en productos farmacoldgicos, formulaciones y emulsiones se ha revisado (Rieger, en
Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, N.Y., 1988, pag. 285).

En una realizacion particular, los compuestos de la presente invencion pueden formularse en una composicion
farmacéuticamente aceptable que comprende el compuesto solvatado en un disolvente no acuoso que incluye
glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, o combinaciones de los mismos. Se cree que los compuestos seran estables
en dichas formulaciones farmacéuticas de tal forma que las formulaciones farmacéuticas puedan almacenarse
durante un periodo de tiempo prolongado antes de su uso.
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En el tratamiento clinico actual con decitabina, para minimizar la descomposicién del farmaco, la decitabina se
suministra como un polvo liofilizado y se reconstituye en una solucién acuosa fria que contiene agua en al menos un
40 % en vol. del disolvente, tal como APA, y se diluye en fluidos frios para infusion antes de su administracion. Dicha
formulacion y régimen de tratamiento tiene ciertos inconvenientes. En primer lugar, la refrigeraciéon de la decitabina
en solucién fria se hace esencial, lo que es costoso en cuanto a su manipulacion y es econdmicamente menos
deseable que una formulacién que pueda soportar almacenamiento a temperaturas mayores. En segundo lugar,
debido a la rapida descomposicidn de la decitabina en solucién acuosa, la solucién de decitabina reconstituida solo
puede infusionarse a un paciente durante un maximo de 3 h si la solucién se ha almacenado en el refrigerador
durante menos de 7 h. Ademas, la infusién de fluido frio puede provocar un gran malestar y dolor al paciente, lo que
induce la resistencia del paciente a dicho régimen.

Al modificar el anillo de triazina y/o el anillo de ribosa de la decitabina y al formular el compuesto con un disolvente
no acuoso, las formulaciones farmacéuticas pueden evitar los problemas anteriormente enumerados asociados con
el tratamiento clinico actual con decitabina. Se cree que estas formulaciones de los compuestos de la invencién son
mas estables quimicamente que la decitabina formulada en soluciones acuosas que contienen agua en al menos un
40 % en volumen del disolvente.

En una realizacion preferida, la formulacion de la invencion contiene menos de un 40 % de agua en el disolvente,
opcionalmente menos de un 20 % de agua en el disolvente, opcionalmente menos de un 10 % de agua en el
disolvente, u opcionalmente menos de un 1% de agua en el disolvente. En una variacion, la formulacién
farmacéutica se almacena en una forma sustancialmente anhidra. Opcionalmente, puede afadirse un agente
secante a la formulacion farmacéutica para absorber agua.

Debido a la estabilidad potenciada, la formulacién de la invencién puede almacenarse y transportarse a temperatura
ambiente, reduciendo de este modo de manera significativa el coste de manipulacion del farmaco. Ademas, la
formulaciéon de la invencion puede almacenarse convenientemente durante un tiempo prolongado antes de
administrarse al paciente. Ademas, la formulacion de la invencién puede diluirse con fluido de infusién regular (sin
enfriar) y administrarse a un paciente a temperatura ambiente, evitando de este modo el causar al paciente el
malestar asociado con la infusion de fluido frio.

En otra realizacion, el compuesto de la invencién se disuelve en glicerina a diferentes concentraciones. Por ejemplo,
la formulacion puede comprender opcionalmente entre 0,1 y 200, entre 1 y 100; entre 1 y 50; entre 2 y 50; entre 2 y
100; entre 5y 100; entre 10 y 100 o entre 20 y 100 mg del compuesto de la invenciéon por ml de glicerina. Los
ejemplos especificos del compuesto de la invencidn por concentraciones de glicerina incluyen, pero sin limitaciéon a
2,5,10, 20, 22, 25, 30, 40 y 50 mg/ml.

Pueden usarse diferentes grados de glicerina (sinénimos: 1,2,3-propanotriol; glicerol; alcohol glicdlico; glicerol
anhidro) para preparar las formulaciones. Preferentemente, se usa glicerina con una pureza quimica mayor del 90 %
para preparar las formulaciones.

En otra realizacién, el compuesto de la invencion se disuelve en propilenglicol a diferentes concentraciones. Por
ejemplo, la formulacién puede comprender opcionalmente entre 0,1 y 200, entre 0,1 y 100; entre 0,1 y 50; entre 2 y
50; entre 2 y 100; entre 5 y 100; entre 10 y 100 o entre 20 y 100 mg del compuesto de la invencién por ml de
propilenglicol. Los ejemplos especificos de decitabina por concentraciones de propilenglicol incluyen, pero sin
limitacién a 2, 5, 10, 20, 22, 25, 30,40 y 50 mg/ml.

En otra realizacion mas, el compuesto de la invencién se disuelve en un disolvente que combina glicerina y
propilenglicol a diferentes concentraciones. La concentracion de propilenglicol en el disolvente es de entre un 0,1-
99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un 10-80 %, o entre un 50-70 %.

En otra realizacion mas, el compuesto de la invencién se disuelve a diferentes concentraciones en un disolvente que
combina glicerina y polietilenglicol (PEG) tal como PEG300, PEG400 y PEG1000. La concentracion de
polietilenglicol en el disolvente es de entre un 0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un 10-80 %, o entre
un 50-70 %.

En otra realizacion mas, el compuesto de la invencion se disuelve a diferentes concentraciones en un disolvente que
combina propilenglicol, polietilenglicol y glicerina. La concentracién de propilenglicol en el disolvente es de entre un
0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un 10-60 %, o entre un 20-40 %; y la concentracion del
polietilenglicol en el disolvente es de entre un 0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un 10-80 %, o entre
un 50-70 %.

Se cree y se ha demostrado experimentalmente que la adicién de propilenglicol puede mejorar adicionalmente la

estabilidad quimica, reducir la viscosidad de las formulaciones y facilitar la disolucion del compuesto de la invencién
en el disolvente.
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La formulacion farmacéutica puede comprender ademas un agente acidificante afadido a la formulacién en una
proporcion, de tal forma que la formulacion tiene un pH resultante entre 4 y 8. El agente acidificante puede ser un
acido organico. Los ejemplos de acido organico incluyen, pero sin limitacion, acido ascérbico, acido citrico, acido
tartarico, acido lactico, acido oxalico, acido féormico, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido maleico, acido
glutamico, acido succinico, acido aspartico, acido diatrizoico, y acido acético. El agente acidificante también puede
ser un acido inorgéanico, tal como acido clorhidrico, acido sulfurico, &cido fosférico y acido nitrico.

Se cree que la adiciéon de un agente acidificante a la formulaciéon para mantener un pH relativamente neutro (por
ejemplo, a pH 4-8) facilita la disolucion facil del compuesto de la invencion en el disolvente y potencia la estabilidad a
largo plazo de la formulacion. En solucién alcalina, hay una descomposicion rapida reversible de la decitabina a N-
(formilamidino)-N'-B-D-2-desoxirribofuranosilurea, que se descompone irreversiblemente para formar 1-8-D-2'-
desoxirribofuranosil-3-guanilurea. La primera etapa de la degradacién hidrolitica implica la formacion de formato de
N-amidinio-N'-(2-desoxi-B-D-eritropentofuranosil)urea (AUF). La segunda fase de la degradacién a una temperatura
elevada implica la formacién de guanidina. En solucidon 4acida, se forma N-(formilamidinio)-N'-B-D-2-
desoxirribofuranosilurea y algunos compuestos no identificados. En una soluciéon fuertemente acida (a pH <2,2) se
produce 5-azacitosina. Por lo tanto, mantener un pH relativamente neutro puede ser ventajoso para la formulacion
que comprende los analogos y derivados de decitabina.

En una variacién, el agente acidificante es acido ascérbico a una concentracion de 0,01-0,2 mg/ml del disolvente,
opcionalmente 0,04-0,1 mg/ml o 0,03-0,07 mg/ml del disolvente.

El pH de la formulacién farmacéutica puede ajustarse a entre pH 4 y pH 8, preferentemente entre pH 5y pH 7, y mas
preferentemente entre pH 5,5y pH 6,8.

La formulacion farmacéutica es preferentemente al menos un 80 %, 90 %, 95 % o mas estable tras almacenamiento
a 25 °C durante 7, 14, 21, 28 o mas dias. La formulacién farmacéutica también es preferentemente al menos un
80 %, 90 %, 95 % o mas estable tras almacenamiento a 40 °C durante 7, 14, 21, 28 o mas dias.

En una realizacién, la formulacion farmacéutica de la presente invencion se prepara tomando glicerina y disolviendo
el compuesto de la invencién en la glicerina. Esto puede efectuarse, por ejemplo, afiadiendo el compuesto de la
invencion a la glicerina o afadiendo la glicerina a la decitabina. Mediante el mezclado, se forma la formulacion
farmacéutica.

Opcionalmente, el método comprende ademas etapas adicionales para aumentar la velocidad a la que el compuesto
de la invencion se solvata por la glicerina. Los ejemplos de etapas adicionales que pueden efectuarse incluyen, pero
sin limitacion, agitacion, calentamiento, extension del periodo de solvatacién, y aplicacién del compuesto de la
invencion micronizado y las combinaciones de los mismos.

En una variacion, se aplica agitacidon. Los ejemplos de agitacion incluyen, pero sin limitacién, agitaciéon mecanica,
sonicacion, mezclado convencional, agitacion convencional y combinaciones de los mismos. Por ejemplo, la
agitacion mecanica de las formulaciones puede efectuarse de acuerdo con los protocolos del fabricante mediante un
homogeneizador Silverson fabricado por Silverson Machines Inc., (East Longmeadow, MA).

En otra variacién, puede aplicarse calor. Opcionalmente, las formulaciones pueden calentarse en un bafio de agua.
Preferentemente, la temperatura de las formulaciones calentadas puede ser menos de 70 °C, mas preferentemente,
entre 25 °C y 40 °C. A modo de ejemplo, la formulacién puede calentarse a 37 °C.

En otra variacién mas, el compuesto de la invencién se solvata en glicerina durante un periodo de tiempo
prolongado.

En otra variacion mas, también puede emplearse una forma micronizada del compuesto de la invencién para
potenciar la cinética de solvatacién. Opcionalmente, la micronizacién puede efectuarse mediante un proceso de
trituracion. Como ejemplo, la micronizacion puede efectuarse mediante procesos de trituracién efectuados en un
Mastersizer usando una trituradora de Air Jet, fabricada por IncFluid Energy Aljet Inc. (Boise, IDTelford, PA).

Opcionalmente, el método comprende ademas ajustar el pH de las formulaciones farmacéuticas mediante métodos
usados de manera comun. En una variacion, el pH se ajusta mediante la adicién de acido, tal como acido ascérbico,
o de base, tal como hidréxido de sodio. En otra variacion, el pH se ajusta y estabiliza mediante la adicién de
soluciones tamponadas, tal como una solucién de sal disédica de acido (etilendinitrilo)tetraacético (EDTA). Ya que
se sabe que la decitabina es sensible al pH, ajustar el pH de las formulaciones farmacéuticas a aproximadamente
pH 7 puede aumentar la estabilidad del componente terapéutico.

Opcionalmente, el método comprende ademas la separacién del compuesto de la invencién no disuelto a partir de
las formulaciones farmacéuticas. La separacidon puede efectuarse mediante cualquier técnica adecuada. Por
ejemplo, un método de separacion adecuado puede incluir uno o mas de filtraciéon, sedimentacion y centrifugacion
de las formulaciones farmacéuticas. La coagulacién que puede estar causada por particulas no disueltas del
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compuesto de la invencion puede convertirse en un obstaculo para la administracion de las formulaciones
farmacéuticas y un peligro potencial para el paciente. La separaciéon de compuesto de la invenciéon no disuelto a
partir de las formulaciones farmacéuticas puede facilitar la administracion y potenciar la seguridad del producto
terapéutico.

Opcionalmente, el método comprende ademas la esterilizacion de las formulaciones farmacéuticas. La esterilizacion
puede llevarse a cabo mediante cualquier técnica adecuada. Por ejemplo, un método de esterilizacion adecuado
puede incluir uno o mas de esterilizacion por filtraciéon, quimica, irradiacién, calor y adiciéon de un desinfectante
quimico a la formulacién farmacéutica.

Tal como se observa, la decitabina es inestable en agua y por lo tanto puede ser deseable reducir el contenido de
agua de la glicerina usada para formular el compuesto de la invencion. Por consiguiente, antes de la etapa de
disolucién y/o esterilizacion, hay que secar la glicerina. Dicho secado de la glicerina o de la soluciéon del compuesto
de la invencién en la glicerina puede lograrse mediante la adicion de un agente secante farmacéuticamente
aceptable a la glicerina. La glicerina de las formulaciones de la invencion puede secarse, por ejemplo, mediante
filtracion a través de una capa que comprende un agente secante.

Opcionalmente, el método puede comprender ademas afiadir uno o mas miembros del grupo seleccionado entre
agentes secantes, agentes tamponadores, antioxidantes, estabilizantes, antimicrobianos, y agentes
farmacéuticamente inactivos. En una variacion, pueden afadirse antioxidantes, tales como acido ascorbico, sales de
ascorbato y mezclas de los mismos. En otra variacion pueden afiadirse estabilizantes, tales como glicoles.

3. Vasos o kits que contienen compuestos o formulaciones de la invencién

Las formulaciones farmacéuticas, descritas en esta invencion, pueden estar contenidas en un vaso esterilizado, tal
como jeringas, viales o ampollas de diversos tamafios y capacidades. El vaso esterilizado puede contener
opcionalmente entre 1-50 ml, 1-25 ml o0 1-20 ml o 1-10 ml de las formulaciones. Los vasos esterilizados mantienen la
esterilidad de las formulaciones farmacéuticas, facilitan el transporte y almacenamiento, y permiten la administracion
de las formulaciones farmacéuticas sin una etapa previa de esterilizacion.

La presente invencion también proporciona un kit para administrar el compuesto de la invencién a un hospedador
que lo necesite. En una realizacion, el kit comprende el compuesto de la invencion en un sdlido, preferentemente en
forma de polvo, y un diluyente no acuoso que comprende glicerina, propilenglicol, polietilenglicol, o combinaciones
de los mismos. Por ejemplo, el kit puede comprender un primer vaso que comprende el compuesto de la invencién
en forma solida; y un vaso contenedor que comprende un diluyente que comprende glicerina; en el que la adicién del
diluyente al compuesto de la invencién sélido da como resultado la formaciéon de una formulacion farmacéutica para
administrar el compuesto de la invencion. La mezcla del sélido del compuesto de la invencion y del diluyente puede
formar opcionalmente una formulaciéon farmacéutica que comprende entre 0,1 y 200 mg del compuesto de la
invencion por ml del diluyente, opcionalmente entre 0,1 y 100, entre 2 mg y 50 mg, 5 mg y 30 mg, entre 10 mg y
25 mg por ml del disolvente.

De acuerdo con la realizacién, el diluyente es una combinacion de propilenglicol y glicerina, en el que la
concentracion de propilenglicol en el disolvente es de entre un 0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un
10-60 %, o entre un 20-40 %.

También de acuerdo con la realizacién, el diluyente es una combinacion de polietilenglicol y glicerina, en el que la
concentracion de polietilenglicol en el disolvente es de entre un 0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un
10-60 %, o entre un 20-40 %.

También de acuerdo con la realizacion, el diluyente es una combinacién de propilenglicol, polietilenglicol y glicerina,
en el que la concentracion de propilenglicol en el disolvente es de entre un 0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-
90 %, entre un 10-60 %, o entre un 20-40 %; y la concentracién del polietilenglicol en el disolvente es de entre un
0,1-99,9 %, opcionalmente entre un 1-90 %, entre un 10-60 %, o entre un 20-40 %.

El diluyente también comprende opcionalmente un 40 %, 20 %, 10 %, 5 %, 2 % o menos de agua. En una variacion,
el diluyente es anhidro y puede comprender ademas opcionalmente un agente secante. El diluyente también puede
comprender opcionalmente uno o mas agentes secantes, glicoles, antioxidantes y/o antimicrobianos.

El kit puede incluir ademas opcionalmente instrucciones. Las instrucciones pueden describir como el sélido del
compuesto de la invencion y el diluyente deben mezclarse para formar una formulaciéon farmacéutica. Las
instrucciones también pueden describir como administrar la formulaciéon farmacéutica resultante a un paciente. Se
indica que las instrucciones pueden describir opcionalmente los métodos de administracién de acuerdo con la
presente invencion.

El diluyente y el compuesto de la invencién pueden estar contenidos en vasos separados. Los vasos pueden

presentarse en diferentes tamanos. Por ejemplo, el vaso puede comprender entre 1y 50,1y 25,1y 20,01y 10 ml
del diluyente.
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Las formulaciones farmacéuticas proporcionadas en los vasos o kits pueden estar en una forma tal que sea
adecuada para administracion directa o puede estar en una forma concentrada que necesite dilucion en relacién a lo
que se administra al paciente. Por ejemplo, las formulaciones farmacéuticas, descritas en esta invencién, pueden
estar en una forma que sea adecuada para administracion directa mediante infusion.

Los métodos vy kits descritos en el presente documento proporcionan flexibilidad en la que la estabilidad y el efecto
terapéutico de las formulaciones farmacéuticas que comprenden el compuesto de la invencién pueden ademas
potenciarse o complementarse.

4. Métodos para administrar los compuestos/composiciones de la invencion

Los compuestos/formulaciones de la presente invenciéon pueden administrarse por cualquier ruta, preferentemente
en forma de una composicién farmacéutica adaptada a dicha ruta, tal como se ilustra a continuacién y dependen de
la afeccion que se esté tratando. Los compuestos o formulaciones pueden, por ejemplo, administrarse por via oral,
por via parenteral, por via tépica, por via intraperitoneal, intravenosa, intraarterial, transdérmica, sublingual, por via
intramuscular, por via rectal, transbucal, intranasal, liposomal, mediante inhalacién, por via vaginal, intraocular,
mediante administracion local (por ejemplo, mediante un catéter o endoprotesis), subcutanea, intraadiposa,
intraarticular o intratecal. Los compuestos y/o composiciones de acuerdo con la invencién también pueden
administrarse o coadministrarse en formas de dosificacién de liberacion lenta.

Los compuestos y/o composiciones de esta invencion pueden administrarse o coadministrarse en cualquier forma de
dosificacion convencional. La coadministracion, en el contexto de esta invencién se define como la administracion de
mas de un agente terapéutico en el trascurso de un tratamiento coordinado para lograr un resultado clinico
mejorado. Dicha administracién también puede ser coexistente, es decir, suceder durante periodos de tiempo
solapantes.

El compuesto de la invencién o la composicién que contiene el compuesto de la invencion puede administrarse a un
hospedador tal como un paciente a una dosis de 0,1-1000 mg/m opcionalmente 1-200 mg/m opcionalmente 1-
50 mg/m opcionalmente 1-40 mg/m opcionalmente 1-30 mg/m opcionalmente 1-20 mg/m u opcionalmente 5-
30 mg/m>.

Por ejemplo, el compuesto/composicién de la presente invencion puede suministrarse como un polvo estéril para
inyeccion, junto con una sal tamponadora, tal como dihidrogenopotasio y un modificador del pH, tal como hidréxido
de sodio. Esta formulacidn se almacena preferentemente a 2 8 °C, que deberia mantener el farmaco estable durante
al menos 2 afios. Esta formulacién en polvo puede reconstituirse con 10 ml de agua estéril para inyeccion. Esta
solucion puede diluirse adicionalmente con fluido para infusién conocido en la técnica, tal como inyeccién de cloruro
de sodio al 0,9 %, inyeccion de dextrosa al 5 % e inyeccion lactada de Ringer. Se prefiere que las soluciones
reconstituidas y diluidas se usen tras 4-6 horas para una administracion de potencia maxima.

En una realizacién preferida, el compuesto/composicion de la invencién se administra a un paciente mediante
inyeccion, tal como inyeccién subcutanea, inyeccion i.v. de bolo, infusion i.v. continua e infusion i.v. durante 1 hora.
Opcionalmente, el compuesto/composicién de la invencidon se administra a un paciente medlante una infusion i.v. de
1-24 horas por dia durante 3-5 dias por ciclo de tratamiento a una dosis de 0, 1 1000 mg/m por dia, opcionalmente a
una dosis de 1-100 mg/m por dia, opcionalmente a una dosis de 2-50 mg/m por dia, opcionalmente a una dosis de
10-30 mg/m por dia, u opcionalmente a una dosis de 5-20 mg/m por dia.

Para la decitabina o azacitidina, la dosificacion por debajo de 50 mg/m2 se considera mucho mas baja que aquella
usada en la quimioterapia convencional para el cancer. Mediante el uso de dicha baja dosis del andlogo/derivado de
decitabina o azacitidina, la actividad transcripcional de los genes silenciados en las células cancerosas mediante
metilacién aberrante puede activarse para desencadenar la transduccion de sefiales aguas abajo, dando lugar a la
detencion del crecimiento celular, de la diferenciacién y a la apoptosis, que finalmente da como resultado la muerte
de estas células cancerosas. Esta baja dosis, sin embargo, debe tener un efecto citotéxico sistémico menor en las
células normales, y por lo tanto tener menores efectos secundarios en el paciente que se esté tratando.

Las formulaciones farmacéuticas pueden coadministrarse de cualquier forma convencional con uno o mas miembros
seleccionados del grupo que comprende fluidos de infusidn, compuestos terapéuticos, fluidos nutricionales, fluidos
antimicrobianos, agentes tamponadores y estabilizantes.

Tal como se ha descrito anteriormente, los compuestos de la invencién pueden formularse en una forma liquida
solvatando el compuesto de la invencion en un disolvente no acuoso, tal como glicerina. Las formulaciones liquidas
farmacéuticas proporcionan la ventaja adicional de ser administrables directamente (por ejemplo, sin dilucion
adicional) y por lo tanto pueden almacenarse en una forma estable hasta su administracién. Ademas, debido a que
la glicerina puede mezclarse facilmente con agua, las formulaciones pueden diluirse facil y rapidamente justo antes
de su administracién. Por ejemplo, Las formulaciones farmacéuticas pueden diluirse con agua 180, 60, 40, 30, 20,
10, 5, 2, 1 minuto o menos antes de su administracion a un paciente.
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Los pacientes pueden recibir las formulaciones farmacéuticas por via intravenosa. La ruta de administracion
preferida es mediante infusiéon intravenosa. Opcionalmente, las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencion pueden infusionarse directamente, sin reconstitucion previa.

En una realizacioén, la formulacion farmacéutica se infusiona a través de un conector, tal como un conector de sitio Y,
que tiene tres brazos, cada uno conectado a un tubo. Como ejemplo, puede usarse conectores Y Baxter® de
diversos tamafios. Se une un vaso que contiene las formulaciones farmacéuticas a un tubo unido adicionalmente a
un brazo del conector. Los fluidos de infusion, tales como cloruro de sodio al 0,9 %, o dextrosa al 5 %, o glucosa al
5 %, o solucién de Ringer lactada, se infusionan a través de un tubo unido al otro brazo del conector de sitio Y. Los
fluidos de infusion y las formulaciones farmacéuticas se mezclan dentro del conector de sitio Y. La mezcla resultante
se infusiona al paciente a través de un tubo conectado al tercer brazo del conector de sitio Y. La ventaja de esta
estrategia de administracion frente a la técnica anterior es que el compuesto de la invenciéon se mezcla con fluidos
de infusion antes de que entre en el cuerpo del paciente, reduciendo de este modo el tiempo durante el que el
compuesto de la invencién pueda descomponerse debido al contacto con agua. Por ejemplo, el compuesto de la
invencion se mezcla menos de 10, 5, 2 o 1 minuto antes de entrar al cuerpo del paciente.

Puede infusionarse a los pacientes con las formulaciones farmacéuticas durante 1, 2, 3, 4, 5 o mas horas, como
resultado de la estabilidad potenciada de las formulaciones. Los periodos prolongados de infusién permiten pautas
flexibles de administracion de formulaciones terapéuticas.

Como alternativa o ademas, la velocidad y volumen de la infusién puede regularse de acuerdo con las necesidades
del paciente. La regulacién de la infusion de las formulaciones farmacéuticas puede efectuarse de acuerdo con
protocolos existentes.

Las formulaciones farmacéuticas pueden infusionarse conjuntamente en cualquier forma convencional con uno o
mas miembros seleccionados entre el grupo que comprende fluidos de infusion, compuestos terapéuticos, fluidos
nutricionales, fluidos antimicrobianos, agentes tamponadores y estabilizantes. Opcionalmente, puede infusionarse
componentes terapéuticos incluyendo, pero sin limitacién, agentes antineoplasicos, agentes alquilantes, agentes que
son miembros de la superfamilia de los retinoides, agentes antibiéticos, agentes hormonales, agentes derivados de
plantas, agentes bioldgicos, interleucinas, interferones, citocinas, agentes inmunomoduladores y anticuerpos
monoclonales con las formulaciones de la invencion.

La infusidon conjunta en el contexto de la presente invencién se define como la infusion de mas de un agente
terapéutico en un ciclo de tratamiento coordinado para lograr un resultado clinico mejorado. Dicha infusion conjunta
puede ser simultanea, solapante o secuencial. En un ejemplo particular, la infusién conjunta de las formulaciones
farmacéuticas y los fluidos de infusion puede efectuarse a través de un conector de tipo Y.

La farmacocinética y el metabolismo de las formulaciones farmacéuticas administradas por via intravenosa se
asemejan a la farmacocinética y al metabolismo del compuesto de la invenciéon administrado por via intravenosa.

En seres humanos, la decitabina mostré una fase de distribucién con una semivida de 7 minutos y una semivida
terminal en el orden de 10-35 minutos medida mediante un bioensayo. El volumen de distribucién es de
aproximadamente 4,6 I/kg. La corta semivida en plasma se debe a la inactivacién rapida de la decitabina mediante
desaminacion por la citidina desaminasa hepatica. La eliminacion en seres humanos es elevada, del orden de 126
ml/min/kg. El area media bajo la curva de plasma en un total de 5 pacientes fue de 408 pg/h/l con un pico de
concentracion en plasma de 2,01 uM. En pacientes, las concentraciones de decitabina fueron de aproximadamente
0,4 pg/ml (2 uM) cuando se administran a 100 mg/m2 en forma de una infusién de 3 horas. Durante un tiempo de
infusién mas largo (de hasta 40 horas) la concentracién en plasma fue de aproximadamente 0,1 a 0,4 ug/ml. Con
tiempos de infusion de 40-60 horas, a una velocidad de infusiéon de 1 mg/kg/h, se lograron concentraciones en
plasma de 0,43-0,76 pg/ml. La concentracion en plasma de estado estacionaron a una velocidad de infusion de 1
mg/kg/h se estima en 0,2-0,5 pg/ml. La semivida después de discontinuar la infusion es de 12-20 min. La
concentracién en plasma en estado estacionario de la decitabina se estimé en 0,31-0,39 pg/ml durante una infusion
de 6 horas de 100 mg/mz. El intervalo de concentraciones durante una infusién de 600 mg/m2 fue de 0,41-16 pg/ml.
La penetracién de la decitabina en el fluido cerebroespinal en el ser humano alcanza el 14-21 % de la concentracion
en plasma al final de una infusién intravenosa de 36 horas. La excrecién urinaria de decitabina no cambiada es baja,
variando desde menos del 0,01 % hasta el 0,9 % de la dosis total, y no hay relacién entre la excrecion y la dosis o
niveles de farmaco en plasma. Los elevados valores de eliminacion y una excrecion urinaria total menor del 1 % de
la dosis total administrada sugieren que la decitabina se elimina rapidamente y en gran medida mediante procesos
metabdlicos.

Debido a su estabilidad potenciada en comparacion con la decitabina, los compuestos/composiciones de la
invencion pueden disfrutar de una vida util mas larga cuando se almacenan y evitar los problemas asociados con el
uso clinico de la decitabina. Por ejemplo, los compuestos de la invencion pueden suministrarse en forma de polvo
liofilizado, opcionalmente con un excipiente (por ejemplo, ciclodextrina), acido (por ejemplo, acido ascérbico), alcali
(hidréxido de sodio), o sal de tampoén (dihidrégeno fosfato de potasio monobasico). El polvo liofilizado puede
reconstituirse con agua estéril para inyeccioén, por ejemplo, i.v., i.p., i.m., o por via subcutanea. Opcionalmente, el
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polvo puede reconstituirse con disolvente acuoso o no acuoso que comprende un disolvente miscible en agua, tal
como glicerina, propilenglicol, etanol y PEG. La solucién resultante puede administrarse directamente al paciente, o
diluirse adicionalmente con fluido de infusion, tal como cloruro de sodio al 0,9 %; dextrosa al 5 %; glucosa al 5 %; y
fluido de infusién de Ringer lactado.

Los compuestos/composiciones de la invencién pueden almacenarse en condiciones ambientales o en un ambiente
controlado, tal como con refrigeracion (2-8 °C; 36-46 °F). Debido a su superior estabilidad en comparacion con la
decitabina, los compuestos/composiciones de la invencidn pueden almacenarse a temperatura ambiente,
reconstituirse con fluido de inyeccién y administrarse al paciente sin enfriamiento previo de la solucién de farmaco.

Ademas, debido a su estabilidad quimica potenciada, el compuesto/composicién de la invencidon debe tener una
semivida en plasma mayor en comparacion con la de la decitabina. Por lo tanto, el compuesto/composicion de la
invencion puede administrarse al paciente a una dosis menor y/o menos frecuentemente que para decitabina.

5. Terapia combinada con composiciones farmacéuticas de la invencion

Los compuestos o formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden usarse en conjuncién con
inhibidores de histona desacetilasa (HDAC) para modular adicionalmente la transcripcion de genes, por ejemplo,
para restablecer la transcripcion de genes silenciados mediante la hipermetilacion y acetilacion de histonas, de una
manera sinérgica.

HDAC desempena papeles importantes en el silenciamiento de la transcripcion de genes. La cantidad de acetilacion
en las histonas se controla mediante las actividades opuestas de dos tipos de enzimas, acetil transferasa de
histonas (HAT) y desacetilasas de histonas (HDAC). Los sustratos para estas enzimas incluyen grupos e-amino de
restos de lisina situados en las colas amino-terminal de las histonas H3, H4, H2A, y H2B. Estos restos de
aminoacidos se acetilan por HAT y se desacetilan por HDAC. Con la retirada de los grupos acetilo de la lisina de la
histona por HDAC, se restaura una carga positiva al resto de lisina, condensando de este modo la estructura del
nucleosoma y silenciando los genes contenidos en este. Por lo tanto, para activar estos genes silenciados por la
desacetilasa de histonas, deberia inhibirse la actividad de los HDAC. Con la inhibicidon de los HDAC, las histonas se
acetilan y el ADN que esta fuertemente enrollado alrededor, se relaja un nucleo de histona desacetilada. La apertura
de la conformacion del ADN da lugar a la expresion de genes especificos.

Ademas de la desacetilacion de histonas, los HDAC también pueden regular la expresién génica desacetilando
factores de transcripcion, tales como p53 (un gen supresor de tumores), GATA-1, TFIIE, y TFBF. Gu y Roeder
(1997) Cell 90:595-606 (p53); y Boyes et al. (1998) Nature 396:594-598 (GATA-1). Los HDAC también participan en
la regulacion del ciclo celular, por ejemplo, mediante la represion de la transcripcién que estda mediada por las
proteinas supresoras tumorales RB que reclutan los HDAC. Brehm et al. (1998) Nature 391:597-601. Por lo tanto, la
inhibicion de los HDAC deberia activar la expresion de genes supresores tumorales, tales como p53 y RB y por
consiguiente promover la detencién del crecimiento celular, de la diferenciacién y la apoptosis inducida por estos
genes.

Tal como se ha descrito anteriormente, el silenciamiento transcripcional aberrante de una serie de genes, tales como
genes supresores de tumores, esta directamente relacionado con la patogénesis del cancer y otras enfermedades.
La metilacion de restos de citosina en el ADN vy la retirada de grupos acetilo de histonas son los dos mecanismos
principales para el silenciamiento génico. Debido a la metilacién y/o histona desacetilada de genes relacionados con
el cancer, se suprime o se silencia completamente la expresion de estos genes. Mientras tanto, la expresiéon de
estos genes es necesaria para la induccion de la detencion del crecimiento, la diferenciacién, y/o la muerte celular
apoptética de células transformadas. La inaccidon de estos genes en las células transformadas da lugar a una
proliferacién descontrolada de estas células, que con el tiempo dan como resultado un cancer.

Al combinar los compuestos/composiciones de la invencién con inhibidores de HDAC, los genes necesarios para la
induccién de la detencién del crecimiento, diferenciaciéon y muerte celular de células transformadas puede
reactivarse de manera eficaz. Los compuestos/composiciones de la invencion inhiben la metilacion del ADN para los
genes, especialmente en la regidon reguladora, por consiguiente dando como resultado la activacion de la
transcripcion del gen. Mientras tanto, los inhibidores de HDAC inhiben a la desacetilasa de las histonas en el nucleo
nucleosémico del gen, dando por lo tanto como resultado un aumento neto de la acetilacion de histonas, que, a su
vez, activa la transcripcion del gen. Al explotar estos dos mecanismos complementarios, la terapia combinada puede
restablecer la transcripcién génica de manera mas eficaz y, de manera ideal, de una manera sinérgica. Una terapia
combinada que tenga efectos sinérgicos debe requerir una cantidad menor de cada inhibidor que cuando se usan
solos, reduciendo de este modo los efectos secundarios potenciales asociados con la administracion sistémica de
altas dosis de los inhibidores y mejorando el indice terapéutico.

Muchos agentes anticancer ejercen sus efectos anticancerigenos desencadenando cascadas de transduccion de
sefiales que implican proteinas codificadas por estos genes supresores de tumores. Con expresion insuficiente de
estos genes en células cancerosas, los efectos anticancerigenos de estos agentes antineoplasicos pueden reducirse
gravemente o erradicarse por completo. Mediante la reactivacidon o re expresion de estos genes que estan
silenciados epigenéticamente mediante la metilacion del ADN y la histona desacetilasa, los mecanismos intrinsecos
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de defensa del organismo se movilizan para combatir la enfermedad restaurando las funciones supresoras
tumorales a las células cancerosas en respuesta a sefiales enviadas por el agente anticancer administrado. Dicha
estimulacion de las funciones supresoras tumorales intrinsecas del cuerpo deben dar lugar a la necesidad de una
dosificacién menor del agente anticancer, por lo tanto dando como resultado un mayor indice terapéutico (es decir,
una mayor eficacia y menor toxicidad) del agente.

Los inhibidores de HDAC incluyen, pero sin limitacion, las siguientes clases estructurales: 1) acidos hidroxamicos, 2)
péptidos ciclicos, 3) benzamida, y 4) acidos grasos de cadena corta.

Los ejemplos de acidos hidroxamicos y derivados del acido hidroxamico incluyen, pero sin limitacion, tricostatina A
(TSA), &cido suberoilanilida hidroxamico (SAHA), oxamflatina, acido subérico bishidroxamico (SBHA), &cido m-
carboxi-cinnamico acido bishidroxdmico (CBHA), y piroxamida. TSA se aislé a partir de un antibiético antifungico
(Tsuji et al (1976) J. Antibiot (Tokyo) 29:1-6) y se descubrié que era un potente inhibidor del HDAC de mamifero
(Yoshida et al. (1990) J. BioL Chem. 265:17174-17179). El descubrimiento de que las lineas celulares resistentes a
TSA tienen un HDAC alterado evidencian que esta enzima es una diana importante para TSA. Otros inhibidores de
HDAC basados en acido hidroxamico, SAHA, SBHA, y CBHA son compuesto sintéticos que son capaces de inhibir a
HDAC a una concentracion micromolar o menor in vitro o in vivo. Glick et al. (1999) Cancer Res. 59:4392-4399.
Todos estos inhibidores de HDAC basados en acido hidroxamico poseen una caracteristica estructural esencial: un
hidroxamico polar terminal unido mediante un espaciador de metileno hidréfobo (por ejemplo, 6 carbonos de
longitud) a otro sitio polar que se une a un resto hidréfobo terminal (por ejemplo, anillo de benceno). Los compuestos
desarrollados que tengan dichas caracteristicas esenciales también se encuentran dentro del alcance de los acidos
hidroxamico que pueden usarse como inhibidores de HDAC.

Los péptidos ciclicos usados como inhibidores de HDAC son principalmente tetrapéptidos ciclicos. Los ejemplos de
péptidos ciclicos incluyen, pero sin limitacion, trapoxina A, apicidina y FR901228. La trapoxina A es un tetrapéptido
ciclico que contiene un resto de 2-amino-8-0x0-9,10-epoxi-decanoilo (AOE). Kijima et al. (1993) J. Biol. Chem.
268:22429-22435. La apicidina es un metabolito fingico que muestra una actividad potente de amplio espectro anti-
protozoos e inhibe la actividad de HDAC a concentraciones nanomolares. Darkin-Rattray et al. (1996) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA. 93; 13143-13147. FR901228 es un depsipéptido que se aisla a partir de Chromobacterium
violaceum, y se ha demostrado que inhibe la actividad de HDAC a concentraciones micromolares.

Los ejemplos de benzamidas incluyen, pero sin limitacién, MS-27-275. Saito et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
96:4592-4597. Los ejemplos de acidos grasos de cadena corta incluyen, pero sin limitacién, butiratos (por ejemplo,
acido butirico, butirato de arginina y fenilbutirato (PB)). Newmark et al. (1994) Cancer Lett. 78:1-5; y Carducci et al.
(1997) Anticancer Res. 17:3972-3973. Ademas, la depudecina, que ha demostrado inhibir a HDAC a
concentraciones micromolares (Kwon et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:3356-3361) también se encuentra
dentro del ambito del inhibidor de histona desacetilasa de la presente invencion.

Los compuestos o formulaciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden usarse conjuntamente con
otros componentes terapéuticos incluyendo, pero sin limitacion, agente antineoplasicos, agentes alquilantes, agentes
que son miembros de la superfamilia de los retinoides, agentes antibidticos, agentes hormonales, agentes derivados
de plantas, agentes bioldgicos, interleucinas, interferones, citocinas, agentes inmunomoduladores y anticuerpos
monoclonales.

En una realizacién, se usa un agente alquilante en combinacién con y/o afiadido a el compuesto/formulacion de la
invencion. Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen, pero sin limitacion, biscloroetilaminas (mostazas de
nitrégeno, por ejemplo, clorambucilo, ciclofosfamida, ifosfamida, mecloretamina, melfalan, mostaza de uracilo),
aziridinas (por ejemplo, tiotepa), sulfonatos de alquil alcona (por ejemplo, busulfan), nitrosoureas (por ejemplo,
carmustina, lomustina, estreptozocina), agentes alquilantes no clasicos (altretamina, dacarbazina, y procarbazina),
compuestos de platino (carboplatino y cisplatino).

En otra realizacion, cisplatino, se usa carboplatino o ciclofosfamida en combinacién con y/o afiadido al
compuesto/formulacion de la invencion.

En otra realizacion, se usa un miembro de la superfamilia de los retinoides en combinacién con y/o afiadido al
compuesto/formulacion de la invencion. Los retinoides son una familia de moléculas relacionadas estructuralmente y
funcionalmente que se derivan o estan relacionadas con la vitamina A (retinol todo trans). Los ejemplos de retinoides
incluyen, pero sin limitacién, retinol todo trans, acido todo trans retinoico (tretinoina), acido 13-cis retinoico
(isotretinoina) y acido 9-cis-retinoico.

En otra realizacién mas, se usa un agente hormonal en combinacion con y/o afiadido al compuesto/formulacion de la
invencion. Los ejemplos de dicho agente hormonal son estrégenos sintéticos (por ejemplo, dietilestibestrol),
antiestrogenos (por ejemplo, tamoxifeno, toremifeno, fluoximesterol y raloxifeno), antiandrégenos (bicalutamida,
nilutamida, flutamida), inhibidores de aromatasa (por ejemplo, aminoglutetimida, anastrozol y tetrazol), ketoconazol,
acetato de goserelina, leuprolida, acetato de megestrol y mifepristona.
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En otra realizacion mas, se usa un agente derivado de plantas en combinacion con y/o afadido al
compuesto/formulacion de la invencion. Los ejemplos de agentes derivados de plantas incluyen, pero sin limitacion,
alcaloides de la vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina, vinzolidina y vinorelbina), camptotecina (20(S)-
camptotecina, 9-nitro-20(S)-camptotecina, y 9-amino-20(S)-camptotecina), podofilotoxinas (por ejemplo, etopdsido
(VP-16) y tenipdsido (VM-26)), y taxanos (por ejemplo, paclitaxel y docetaxel).

En otra realizacién mas, se usa un agente biolégico en combinacién con y/o afadido al compuesto/formulacion de la
invencion, tal como proteinas inmunomoduladoras, tales como citocinas, anticuerpos monoclonales contra antigenos
tumorales, genes supresores tumorales, y vacunas contra el cancer.

Los ejemplos de interleucinas que pueden usarse en combinacion con y/o afadido al compuesto/formulacién de la
invencion incluyen, pero sin limitacién, interleucina 2 (IL-2), e interleucina 4 (IL-4), interleucina 12 (IL-12). Los
ejemplos de interferones que pueden usarse en conjuncién con las formulaciones de decitabina-glicerina incluyen,
pero sin limitacion, interferén a, interferén B (interferén de fibroblastos) e interferdn y (interferén de fibroblastos). Los
ejemplos de dichas citocinas incluyen, pero sin limitacion, eritropoyetina (epoyetina), CSF de granulocitos
(filgrastim), y CSF de granulocitos y macréfagos (sargramostim). Los agentes inmunomoduladores distintos de
citocinas incluyen, pero sin limitacion bacilo de Calmette-Guerin, levamisol, y octreotida,

Los ejemplos de anticuerpos monoclinales contra antigenos tumorales que pueden usarse en conjunciéon con las
formulaciones de la invencion incluyen, pero sin limitacion, HERCEPTIN® (Trastruzumab), RITUXAN® (Rituximab),
MYLOTARG® (anti-CD33), and CAMPATH® (anti-CD52).

6. Indicaciones para compuestos o composiciones farmacéuticas de la presente invencion

Las formulaciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencion pueden usarse para tratar una amplia
variedad de enfermedades que son sensibles al tratamiento con decitabina.

Las indicaciones preferentes que pueden tratarse usando las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion
incluyen aquellas que implican una proliferacion celular no deseable o descontrolada. Dichas indicaciones incluyen
tumores benignos, diversos tipos de canceres, tales como tumores primarios y metastasis tumorales, restenosis (por
ejemplo, lesiones coronarias, carotideas, y cerebrales), trastornos hematoldgicos, estimulacion anormal de células
endoteliales (ateroesclerosis), lesiones a tejidos corporales debidas a cirugia, curacién de heridas anormal,
angiogénesis anormal, enfermedades que producen fibrosis de tejidos, trastornos repetitivos del movimiento,
trastornos de tejidos que no estan altamente vascularizados, y respuestas proliferativas asociadas con trasplantes
de 6rganos.

En general, las células en un tumor benigno mantienen sus caracteristicas diferenciadas y no se dividen de una
manera completamente descontrolada. Un tumor benigno estd normalmente localizado y no es metastasico. Los
tipos especificos de tumores benignos que pueden tratarse usando la presente invencion incluyen hemangiomas,
adenoma hepatocelular, hemangioma cavernoso, hiperplasia nodular focal, neuromas acusticos, neurofibroma,
adenoma del conducto biliar, cistanoma del conducto biliar, fibroma, lipomas, leiomiomas, mesoteliomas, teratomas,
mixomas, hiperplasia regenerativa nodular, tracomas y granulomas piogénicos.

En un tumor maligno, las células se hacen no diferenciadas, no responden a las sefiales de control del crecimiento
del organismo, y se multiplican de manera descontrolada. El tumor maligno es invasivo y capaz de extenderse a
sitios distantes (metastatizar). Los tumores malignos se dividen generalmente en dos categorias: primarios y
secundarios. Los tumores primarios surgen directamente del tejido en el que se encuentran. Un tumor secundario, o
metéastasis, es un tumor que se origina en otras partes del cuerpo pero que se ha extendido a un érgano distante.
Las rutas comunes para la metastasis son crecimiento directo en estructuras adyacentes, expansién a través de los
sistemas vascular o linfatico, y seguimiento a lo largo de planos de tejido y espacios corporales (fluido peritoneal,
fluido cefalorraquideo, etc.).

Los tipos especificos de canceres o tumores malignos, ya sean primarios 0 secundarios, que pueden tratarse
usando la presente invencion incluyen cancer de mama, cancer de piel, cancer 6seo, cancer de préstata, cancer de
higado, cancer de pulmén, cancer de cerebro, cancer de laringe, de de vesicula biliar, de pancreas, de recto, de
paratiroides, de tiroides, adrenal, de tejido neural, de cabeza y cuello, de colon, de estomago, de bronquios, de
rinones, carcinoma ce células basales, carcinomas de células escamosos de tipo tanto ulcerante y papilar,
carcinoma de piel metastasico, osteosarcoma, sarcoma de Ewing, sarcoma de células reticulares, mieloma, tumor
de células gigantes, tumor microcitico de pulmén, calculos biliares, tumor de células de islote, tumor cerebral
primario, tumores linfociticos y granulociticos agudos y cronicos, tumor de células pilosas, adenoma, hiperplasia,
carcinoma medular, feocromocitoma, neuromas mucosales, ganglioneuromas intestinales, tumor del nervio corneal
hiperplasico, tumor habito marfanoide, tumor de Wilm, seminoma, tumor ovarico, tumor leiomyomater, displasia
cervical y carcinoma in situ, neuroblastoma, retinoblastoma, sarcoma de tejidos blandos, carcinoide maligno, lesién
cutanea tépica, mycosis fungoides, rabdomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, sarcoma osteogénico y otros,
hipercalcemia maligna, tumor de células renales, policitemia vera, adenocarcinoma, glioblastoma multiforme,
leucemias, linfomas, melanomas malignos, carcinomas epidermoides, y otros carcinomas y sarcomas.
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Los trastornos hematoldgicos incluyen crecimiento anormal de células sanguineas que puede dar lugar a cambios
displasicos en las células sanguineas y a neoplasias malignas hematoldgicas, tales como varias leucemias. Los
ejemplos de trastornos hematolégicos incluyen, pero sin limitacion, leucemia mieloide aguda, leucemia promielética
aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena crénica, los sindromes mielodisplasicos, y la anemia de
células falciformes.

La leucemia mieloide aguda (AML) es el tipo mas comun de leucemia aguda que sucede en adultos. Varios
trastornos genéticos hereditarios y estados de inmunodeficiencia se asocian con un riesgo aumentado de AML.
Estos incluyen trastornos con defectos en la estabilidad del ADN, que dan lugar a la rotura cromosémica al azar, tal
como sindrome de Bloom, anemia de Fanconi, linajes Li-Fraumeni, ataxia-telangiectasia, y amaglobulinemia
asociada a X.

La leucemia promieldtica aguda (APML) representa un subgrupo distinto de AML. Este subtipo esta caracterizado
por blastos promieléticos que contienen la traslocacion cromosomal 15:17. Esta traslocacion conduce a la
generacion del transcrito de fusidon compuesto del receptor de acido retinoico y una secuencia PML.

La leucemia linfoblastica aguda (ALL) es una enfermedad heterogénea con distintas caracteristicas clinicas
mostradas por varios subtipos. Se han demostrado anomalias citogenéticas recurrentes en la ALL. La anomalia
citogenética mas comun es la traslocacion 9:22. El cromosoma Philadelphia resultante representa un mal pronéstico
para el paciente.

La leucemia mielégena crénica (CML) es un trastorno mieloproliferativo clonal de una célula madre pluripotente. La
CML esta caracterizada por una anomalia cromosoémica especifica que implica la traslocacion de los cromosomas 9
y 22, creando el cromosoma Philadelphia. La radiacion ionizante esta asociada con el desarrollo de la CML.

Los sindromes mielodisplasicos (MDS) son trastornos heterogéneos de células madre hematopoyéticas clonales
agrupadas juntas debido a la presencia de cambios displasicos en uno o mas de los linajes hematopoyéticos
incluyendo cambios displasicos en las series mieloides, eritroides, y megacariociticas. Estos cambios dan como
resultado citopenias en uno o mas de los tres linajes. Los pacientes afectados de MDS desarrollan tipicamente
complicaciones relacionadas con la anemia, neutropenia (infecciones), o trombocitopenia (sangrado). En general, de
aproximadamente un 10% a aproximadamente un 70% de los pacientes con MDS desarrollan leucemia aguda.

El tratamiento de la proliferacion celular anormal debido a lesiones a tejidos corporales durante la cirugia puede ser
posible para una variedad de procedimientos quirdrgicos, incluyendo cirugia articular, cirugia intestinal, y
cicatrizacion de queloides. Las enfermedades que producen tejido fibrético incluyen enfisema. Los trastornos del
movimiento repetitivo que pueden tratarse usando la presente invencion incluyen el sindrome del tinel carpiano. Un
ejemplo de trastorno proliferativo celular que puede tratarse usando la invencion es un tumor éseo.

Las respuestas proliferativas asociadas con el trasplante de érganos que pueden tratarse usando la presente
invencion incluyen aquellas respuestas proliferativas que contribuyen a potenciales rechazos de 6rganos o
complicaciones asociadas. Especificamente, estas respuestas proliferativas pueden suceder durante el trasplante de
corazon, de pulmén, de higado, de rifidn, y de otros érganos del cuerpo o sistemas de érganos.

La angiogénesis anormal que puede tratarse usando la presente invencion incluyen aquellas angiogénesis
anormales que acompafan a la artritis reumatoide, al edema y lesién cerebral relacionada con la reperfusiéon
isquémica, isquemia cortical, hiperplasia e hipervascularidad ovarica, (sindrome del ovario poliquistico),
endometriosis, psoriasis, retinopatia diabética, y otras enfermedades oculares angiogénicas, tales como retinopatia
del prematuro (retrolental fibroplastico), degeneracion muscular, rechazo de injerto corneal, glaucoma neurooscular y
sindrome de Oster Webber.

Las enfermedades asociadas con la angiogénesis anormal requieren o inducen el crecimiento vascular. Por ejemplo,
la angiogénesis corneal implica tres fases: un periodo latente pre-vascular, neovascularizacion activa, y maduracion
y regresion vascular. La identidad y mecanismo de diversos factores angiogénicos, incluyendo elementos de la
respuesta inflamatoria, tales como leucocitos, plaquetas, citocinas, y eicosanoides, o constituyentes del plasma no
identificados estan aun por revelar.

En otra realizacion, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencidon pueden ser para su uso en el
tratamiento de enfermedades asociadas con la angiogénesis no deseada o anormal. EI método comprende
administrara a un paciente que padece de angiogénesis no deseada o anormal las formulaciones farmacéuticas de
la presente invencion solas, o en combinacién con un agente anti-neoplasico cuya actividad con agente anti-
neoplasico in vivo se vea afectada adversamente por niveles elevados de metilacion de ADN. La dosificacion
particular de estos agentes necesarios para inhibir la angiogénesis y/o enfermedades angiogénicas puede depender
de la gravedad de la afeccion, la via de administracion, y factores relacionados que puedan decidirse por el médico
tratante. En general, las dosis diarias aceptadas y eficaces son la cantidad suficiente para inhibir de manera eficaz la
angiogénesis y/o enfermedades angiogénicas.
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De acuerdo con esta realizacion, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden ser para su uso
en el tratamiento de una diversidad de enfermedades asociadas con la angiogénesis no deseada, tales como
neovascularizacién retinal/coroidal y la neovascularizacion corneal. Los ejemplos de neovascularizacion
retinal/coroidal incluyen, pero sin limitacion, la enfermedad de Bests, miopia, fosetas papilares, enfermedad de
Stargarts, enfermedad de Paget, oclusion venosa, oclusion arterial, de la anemia de células falciformes, sarcoidosis,
sifilis, pseudoxantoma elastico, enfermedades obstructivas carotideas, uveitis/vitritis crénica, infecciones
micobacterianas, enfermedad de Lyme, lupus sistémico eritematoso, retinopatia del prematuro, enfermedad de Eale,
retinopatia diabética, degeneraciéon macular, enfermedad de Bechet, infecciones que causan una retinitis o coroiditis,
presunta histoplasmosis ocular, pars planitis, desprendimiento de retina crénico, sindromes de hiperviscosidad,
toxoplasmosis, traumatismo y complicaciones tras cirugia laser, enfermedades asociadas con rubeosis
(neovascularizacion del angulo) y enfermedades causadas por la proliferacion anormal de tejido fibrovascular o
fibroso, incluyendo todas las formas de vitreorretinopatia proliferativa. Los ejemplos de neovascularizacion corneal
incluyen, pero sin limitacion, queratoconjuntivitis epidémica, deficiencia de vitamina A, uso excesivo de lentes de
contacto, queratitis atdpica, queratitis limbica superior, pterigion, queratitis seca, Sjogren, rosacea del acné,
filectenulosis, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, rechazo de injerto corneal, Ulcera de Mooren,
degeneracion marginal de Terrien, queratolisis marginal, poliarteritis, sarcoidosis de Wegener, escleritis,
queratotomia radial penfigoide, glaucoma neovascular y fibroplastia retrolental, sifilis, infecciones por micobacterias,
degeneracion lipidica, quemaduras quimicas, Ulceras bacterianas, Ulceras fungicas, infecciones por Herpex simplex,
infecciones por Herpex zoster, infecciones por protozoos y sarcoma de Kaposi.

En otra realizacion mas, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser para su uso en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias crénicas asociadas con angiogénesis anormal. El método comprende
administrar a un paciente que padece una enfermedad inflamatoria crénica asociada con la angiogénesis anormal
las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion solas, o en combinacion con un agente anti-neoplasico
cuya actividad con agente anti-neoplasico in vivo se vea afectada adversamente por niveles elevados de metilacién
de ADN. La inflamacién crénica depende de la formacion continua de brotes capilares para mantener un flujo de
entrada de células inflamatorias. El flujo de entrada y la presencia de las células inflamatorias producen granulomas,
y por lo tanto, mantiene el estado inflamatorio crénico. La inhibicién de la angiogénesis usando las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion puede prevenir la formacion de los granulosomas, de este modo aliviando la
enfermedad. Los ejemplos de enfermedades inflamatorias crénicas incluyen, pero sin limitacion, enfermedades
inflamatorias del intestino, tales como enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, psoriasis, sarcoidois, y artritis
reumatoide.

Las enfermedades inflamatorias del intestino, tales como enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa estan
caracterizadas por la inflamacién cronica y la angiogénesis en varios sitios del tracto gastrointestinal. Por ejemplo,
La enfermedad de Crohn sucede como una enfermedad inflamatoria transmural que afecta mas comunmente al ileo
distal y al colon pero también puede suceder en cualquier parte del tracto gastrointestinal desde la boca hasta el ano
y la zona perianal. Los pacientes con enfermedad de Crohn tienen generalmente diarrea crénica asociada a dolor
abdominal, fiebre, anorexia, pérdida de peso e inflamacién abdominal. La colitis ulcerosa también es una
enfermedad cronica, no especifica, inflamatoria y ulcerosa que surge en la mucosa colénica y esta caracterizada por
la presencia de diarrea sanguinolenta. Estas enfermedades inflamatorias del intestino estan causadas generalmente
por una inflamaciéon granulomatosa a lo largo del tracto gastrointestinal, que implica nuevos brotes capilares
rodeados por un cilindro de células inflamatorias. La inhibicion de la angiogénesis mediante las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion debe inhibir la formacién de los brotes y evitar la formacién de granulomas.
Las enfermedades inflamatorias del intestino también muestran manifestaciones intestinales extra, tales como
lesiones cutaneas. Dichas lesiones estan caracterizadas por la inflamacion y la angiogénesis, y pueden suceder en
muchos sitios distintos del tracto gastrointestinal. La inhibicion de la angiogénesis mediante las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion debe reducir el flujo de entrada de células inflamatorias y evitar la formacion
de lesiones.

La sarcoidois, otra enfermedad inflamatoria crénica, esta caracterizada como un trastorno granulomatoso
multisistémico. Los granulomas de esta enfermedad pueden formarse en cualquier parte del cuerpo vy, por lo tanto,
los sintomas dependen del sitio de los granulomas y de si la enfermedad esta activa. Los granulomas se crean
mediante los brotes capilares angiogénicos que proporcionan un suministro constante de células inflamatorias.
Mediante el uso de las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién para inhibir la angiogénesis, dicha
formacion de granulomas puede inhibirse. La psoriasis, también una enfermedad inflamatoria crénica y recurrente,
esta caracterizada por papulas y placas de diversos tamafios. El tratamiento usando las formulaciones
farmacéuticas de la presente invencion debe prevenir la formacién de nuevos vasos sanguineos necesarios para
mantener las lesiones caracteristicas y proporcionar alivio de los sintomas al paciente.

La artritis reumatoide (AR) también es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por la inflamacién no
especifica de las articulaciones periféricas. Se cree que los vasos sanguineos en el revestimiento sinovial de las
articulaciones sufren angiogénesis. Ademas de formar nuevas redes vasculares, las células endoteliales liberan
factores y especies reactivas de oxigeno que dan lugar al crecimiento de pannus y a la destruccion de cartilago. Los
factores implicados en la angiogénesis pueden contribuir activamente a, y ayudar a mantener, el estado inflamado
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cronico de la artritis reumatoide. El tratamiento usando las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion
solas 0 en conjuncion con otros agentes anti-AR puede prevenir la formacién de nuevos vasos sanguineos
necesarios para mantener la inflamacion crénica y proporcionar al paciente con AR alivio de los sintomas.

En otra realizacion mas, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencion pueden ser para su uso en el
tratamiento de enfermedades asociadas con la sintesis anormal de la hemoglobina. EI método comprende
administrar las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién a un paciente que padece una enfermedad
asociada con la sintesis anormal de hemoglobina. Las formulaciones que contienen decitabina estimulan la sintesis
de hemoglobina fetal porque el mecanismo de incorporacion en el ADN se asocia con la hipometilacion del ADN. Los
ejemplos de enfermedades asociadas con la sintesis anormal de la hemoglobina incluyen, pero sin limitacién,
anemia de células falciformes y B-talasemia.

En oftra realizacion mas, las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién pueden usarse para controlar la
expresion génica intracelular. EI método comprende administrar las formulaciones farmacéuticas de la presente
invencion a un paciente que padece una enfermedad asociada con niveles anormales de expresion génica. La
metilacién del ADN se asocia con el control de la expresion génica. Especificamente, la metilacién en o préxima a
promotores inhibe la transcripcién mientras que la desmetilacion restaura la expresion. Los ejemplos de las posibles
aplicaciones de los mecanismos descritos incluyen, pero sin limitacién, inhibicion del crecimiento modulada
terapéuticamente, induccion de la apoptosis, y diferenciacion celular.

La activacién génica facilitada por las formulaciones farmacéuticas de la presente invencién puede inducir la
diferenciacion de células con fines terapéuticos. La diferenciacion celular se induce mediante el mecanismo de
hipometilacién. Los ejemplos de diferenciacion morfoldgica y funcional incluyen, pero sin limitacién, diferenciacion
hacia la formacion de células musculares, miotubos, células de linajes eritroide y linfoide.

Aunque se han descrito e ilustrado las realizaciones ejemplares de la presente invencién, sera evidente para un
experto habitual en la materia que pueden efectuarse una serie de cambios, modificaciones o alteraciones a la
invencion tal como se describe en el presente documento, no apartdndose ninguna de ellas del espiritu de la
presente invencion. Todos estos cambios, modificaciones y alteraciones deben observarse por lo tanto como
pertenecientes al alcance de la presente invencion.

Ejemplos
La referencia a tri- y tetranucleétidos en los siguientes ejemplos es solo a modo de referencia.
1. Sintesis de bloques de construccion de fosforamidita y derivados protegidos en 3'-O

La presente descripcién también proporciona métodos quimicos eficaces para la sintesis de los siguientes nuevos
bloques de construccién de fosforamidita (Figura 2A).

El grupo funcional 4-amina de 1a puede protegerse mediante transformacién en diversos grupos protectores (R1),
tales como carbamatos con metilo, etilo, 9-fluorenilmetilo, 9-(2-sulfo)fluorenilmetilo, 9-(2,7-dibromo)fluorenilmetilo,
17-tetrabenzol[a,c,g,i]fluorenilmetilo, 2-cloro-3-indenilmetilo, benz[flinden-3-ilmetilo, 2, 7-di-terc-[9-(10,10-dioxo-
10,10,10,10-tetrahidrotioxantil)metilo, 1, 1-dioxobenzo[b ]tiofen-2-iimetilo, 2,2,2-tricloroetilo, 2-trimetilsililetilo, 2-
feniletilo, 1-(1-adamantil)-1-metiletilo, 2-cloroetilo, 1,1,-dimetil-2-haloetilo, 1,1-dimetil-2,2-dibromometilo, 1,1-dimetil-
2,2,2-tricloroetilo, 1-metil-1-(4-bifenilil)etilo, 1-(3,5-di-terc-butilfenil)-1-metiletilo, 2-(2'-y 4'-piridil)etilo, 2,2-bis(4'-
nitrofenil)etilo, N-(2-pivaloilamino)-1,1-dimetiletilo, 2-[(2-nitrofenil)ditio]-1-feniletilo, 2-(N,N-
diciclohexilcarboxamido)etilo, t-butilo, 1-adamantilo, 2-adamantilo, vinilo, alilo, 1-isopropilalilo, cinnailo, 4-
nitrocinnamilo, 3-(3'-piridil)prop-2-enilo, 8-quinolilo, N-hidroxipiperidinilo, alquilditio, bencilo, p-metoxibencilo, p-
nitrobencilo, p-bromobencilo, p-clorobencilo, 2,4-diclorobencilo, 4-metilsulfamilbencilo, 9-antrilmetilo, difenilmetilo, 2-
metiltioetilo, 2-metilsulfoniletilo, 2-(p-toluenosulfonil)etilo, [2-(1,3-ditianil)]metilo, 4-metiltiofenilo, 2,4-dimetiltiofenilo, 2-
fosfonioetilo,  1-metil-1-(trifenilfosfonio)etilo,  1,1-dimetil-2-cianoetilo, 2-dansiletilo, 4-fenilacetoxibencilo, 4-
azidobencilo, 4-azidometoxibencilo, m-cloro-paciloxibencilo, p-(dihidroxiboril)bencilo, 5-benzisoxazolilmetilo, 2-
(trifluoroetil)-6-cromonilmetilo, m-nitrofenilo, 3,5-dimetoxibencilo, 1,-metil-1-(3,5-dimetoxifenil)etilo, a-
metilnitropiperonilo, o-nitrofenilo, 3,4-dimetoxi-6-nitrobencilo, fenil(o-nitrofenil)etilo, 2-(2-nitrofenil)etilo, 6-nitroveratrilo,
4-metoxifenacilo, 3',5'-dimetoxibenzoina, t-amilo, S-benciltio, butinilo, p-cianobencilo, ciclohexilo, ciclopentilo,
ciclopropilmetilo, p-deciloxibencilo, diisopropilmetilo, 2,2-dimetoxicarbonilvinilo, o-(N,Ndimetilcaboxamido)bencilo,
1,1-dimetil-3-(N,N-dimetilcarboxamido)propilo, 1, 1-dimetilpropinilo, 2-furanilmetilo, 2-yodoetilo, isobomilo, isobutilo,
isonicotinilo, p-(p'-metoxifenilazo)bencilo, 1-metilciclobutilo, 1-metilciclohexilo, 1-metil-1-ciclopropilmetilo, 1-metil-1-(p-
fenilazofenil)etilo, 1-metil-1-feniletilo, 1-metil-1-(4'-piridil)etilo, fenilo, p-(fenilazo)bencilo, 2,4,6-tri-t-butilfenilo, 4-
(trimetilamonio)bencilo, 2,4,6-trimetilbencilo; ureas con fenotiazinil-(10)-carbonilo, N'-p-toluenosulfonilaminocarbonilo,
N'-fenilaminiotiocarbonilo; amidas, tales como formamida, acetamida, fenoxiacetamida, tricloroacetamida,
trifluoroacetamida, fenilacetamida, 3-fenilpropamida, pent-4-enamida, o-nitrofenilacetamida, o-nitrofenoxiacetamida,
3-(o-nitrofenil)propanamida, 2-metil-2-(o-nitrofenoxi)propanamida, 3-metil-3-nitrobutanamida, o-nitrocinamida, 3-(4-t-
butil-2,6-dinitrofenil)-2,2-dimetilpropanamida, 0-(benzoiloximetil)benzamida, 2-[(t-
butildifenilsiloxi)metil)metillbenzamida, 3-(3',6'-dioxo-2',4',5'-trimetilciclohexa-1',4'-dien)-3,3-dimetilpropionamida, o-
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hidroxi-trans-cinamida, acetoacetamida, p-toluenosulfonamida, y bencenosulfonamida. Los analogos de 4-O-metoxi
(1b) y 4-S-metiltio (1c) de decitabina pueden obtenerse modificando el procedimiento publicado para la sintesis de
decitabina separando los anémeros a y 8 de 1-(2-desoxi-3,5-di-O-p-clorobenzoilo o benzoil-D-ribofuranosil)-4-metoxi
o metiltio-1,3,5-triazin-2(H)-ona y eliminando los grupos 3,5-protectores sin tratamiento con amoniaco metandlico.
Pliml'y Sorm (1964) Collect. Czech. Chem. Commun. 29: 2576-2577; Piskala y Sorm (1978) Nucleic Acid Chemistry
(por Towsend y Tipson, Wiley, 1978), pags.443-449.

La proteccién del 5'-OH se logra disolviendo la decitabina 4-amino protegida y los analogos 4-metoxi y 4-metiltio (1b,
1c) en piridina anhidra (5 ml/mmol) antes de afadir cloruro de dimetoxitritilo (1,1 equivalentes).

Por ejemplo, se destilé6 conjuntamente la decitabina (1,2 g) con piridina anhidra y se disolvié en 20 ml de DMF seco.
Se afnadié hexametildisilazano (2,8 ml). La solucion se agit6 y dejé reposar durante toda la noche. El disolvente se
evapor6 al vacio y el residuo restante se disolvié en tolueno y se evaporé dos veces. La 3',5-ditrimetilsilil 5-aza-2'-
desoxicitidina (Fr = 0,67, 4:1 diclorometano/metanol) se destilé conjuntamente dos veces con piridina seca (110 ml)
y se disolvié en piridina seca (20 ml). Se afiadié anhidrido fenoxiacético (1,5 g), y la solucién resultante se agité
durante 1 hora. Se afiadieron 0,18 g adicionales de anhidrido fenoxiacético (0,18 g) y se agité durante otra hora. La
mezcla de reaccion se evaporoé al vacio hasta la sequedad y se destilé6 conjuntamente con tolueno (3x). En residuo
se disolvio en diclorometano (150 ml) y se extrajo con solucion de NaHCO3; acuoso 1 M (150 mL), que se volvio a
extraer con diclorometano (~20 ml). Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio y se
redujeron al vacio para producir 3'5'-di trimetilsili-N-fenoxiacetil-5-aza-2'-desoxicitidina (3 g; F~= 0,82, 9:1
diclorometano/metanol). El material en bruto se disolvi6 en DMF anhidro (20 ml) y se transfirié a un tubo falcon de
plastico de 50 ml, y se afadié TAS-F (2,4 g) (evolucionado a gas). La reaccién procedié durante 4 horas a 22 °C (el
vial no se cerr6 completamente para reducir el aumento de presion). El DMF se evapor6 al vacio y el residuo
restante se someti® a cromatografia en columna (gel de silice 30g, columna de 2,5cm, 9911 a 9:1
diclorometano/metanol). Se obtuvo un sélido de color blanco de N-fenoxiacetil-5-aza-2'-desoxicitidina (0,81 g; F=
0,26, 9:1 diclorometano/metanol). Este compuesto (0,6 g) se destilé conjuntamente dos veces con piridina anhidra y
se disolvid en piridina anhidra (20 ml) antes de afiadir cloruro de dimetoxitritilo (0,9 g) y se agité durante 2 horas a
22 °C. Los disolventes se eliminaron al vacio y se destilaron conjuntamente (3x) con tolueno. En residuo se disolvid
en diclorometano (50 ml) y se extrajo con solucion de NaHCO3; acuoso 1 M (150 ml), que se volvié a extraer con
diclorometano (~20 ml). Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de sodio y se redujeron al vacio.
El residuo se sometié a cromatografia en gel de silice (diclorometano-100 % a 95:5 diclorometano/metanol), que
produjo  5'-dimetoxitritil-N-fenoxiacetil-5-aza-2'-desoxicitidina  (0,35g, 0,53 mmol, 32%; F= 0,49, 9:1
diclorometano/metanol). Este intermedio (0,3 g) se disolvié en acetonitrilo seco (2 ml) antes de que se afiadiesen
una solucion de benciltiotetrazol (0,9 ml) en acetonitrilo seco y fosforodiamidita de cianoetiltetraisopropilo (0,17 ml).
La mezcla se agité a 22 °C durante 1,5 horas. La TLC (2:1 acetato de etilo/hexanos + TEA al 2 %) mostré una
mezcla diastereomérica con F; = 0,27 y 0,36. El disolvente se eliminé al vacio y el residuo restante se someti6 a
cromatografia en columna (gel de silice 20 g, columna de 2,5 cm, 9:1 hexanos/acetato de etilo + TEA al 2 % (300
ml), 1:1 hexanos/acetato de etilo + TEA al 1 % (200 ml), 1:2 hexanos/acetato de etilo + TEA al 0 % (250 ml). La
construccién de fosforamidita de decitabina 1d, donde R4 = fenoxiacetilo (0,297 g, 0,34 mmol, 76 %) eluy6 con 1:2
hexanos/acetato de etilo. La IEN-EM de 1d (masa exacta calculada para CssHs3NeOoP es de 864,36) mostré una m/z
864,1 y 966,4 [M+NEt;+H'T"; *'P RMN (CDCls, 500 MHz) mostré 149,17 y 149,0 ppm; RMN 'H (CDCl3, 500 MHz)
mostré cambios quimicos (ppm) 8,63 y 8,59 (1H, doblete, H-6), 7,4-6,6 (18H, multiplete, DMTr/Pac aromatico), 6,05
(1H, triplete, H-1"), 4,79 (2H, singlete, CH2 de Pac), 4,59 (1H, singlete, H-4'), 4,25 a 4,20 (1H, doblete, H-3'), 3,8-3,7
(1H, multiplete, P-O-CHy), 3,70 (3H, singlete, CH30 de DMTr), 3,68 (3H, singlete, CH3O de DMTr), 3,6-3,48 (3H,
multiplete, dos CH de isopropilo y un P-O-CH>), 3,36-3,27 (2H, multiplete, H-5"), 2,80 (1H, singlete, H-2"), 2,53 (1H,
singlete, H-2'), 2,40 (2H, multiplete, CH>CN), 1,1 (12H, CH3 de isopropilo).

Ademas, modificaciones menores de procedimientos publicados permiten el acceso a derivados protegidos en 3'- 'y
5'-O (Figura 3A, 1g, 1h, 1i, 1j, 1k, 1) (Bagnall, Bell y Pearson (1978) J. of Fluorine Chem. 11: 93-107), donde el
grupo protector puede ser grupos alquilo, ésteres y ésteres de acidos grasos, derivados de glicol, tales como etilen y
propilenglicoles; y decitabina protegida enlazada en 3' sobre un soporte de vidrio de poro controlado (Figura 3B, 1m,
1n, 10). Alul, Singman, Zhan y Letsinger (1991) 19: 1527-1532.

Otros derivados de decitabina tienen el 3'-OH protegido con ésteres (que incluyen, pero sin limitacion, acetilo,
benzoilo, y halobenzoilo; y acidos grasos) y éteres (que incluyen, pero sin limitacion p-nitrofeniletilo, metoximetilo,
metiltiometilo, (fenildimetilsili)metoximetilo, benciloximetilo, p-metoxibenciloximetilo, p-nitrobenciloximetilo, o-
nitrobenciloximetilo, (4-metoxifenoxi)metilo, t-butoximetilo, 4-penteniloximetilo, siloximetilo, 2-metoxietoximetilo,
2,2,2-tricloroetoximetilo,  bis(2-cloroetoxi)metilo,  2-(trimetilsilil)etoximetilo, mentoximetilo, tetrahidropiranilo,
tetrahidrofuranilo, y 1-(2-fluorofenil)-4-metoxipiperidin-4-ilo), derivados de glicol, tales como etilen y propilenglicoles,
tal como se muestra en la Figura 4.

2. Sintesis de dinucleétidos y tetranucleétidos de DpG y GpD sobre un soporte sélido
Los dinucleétidos y tetranucledtidos de DpG y GpD pueden sintetizarse mediante procedimientos convencionales

(Figura 5) con una ligera modificacion para tiempos de acoplamiento aumentados (> 2 minutos). Beaucage y
Caruthers (1981) Tet. Lett. 22: 1859-1862; McBride y Caruthers (1983) Tet. Lett. 24: 245-248. Las sintesis del
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dinucledtido de GpD 2a y del tetranucleétido de DpGpGpD 3a pueden iniciarse con el acoplamiento de 1m, 1n o 1o
con 5'-O-DMTr 2'-desoxiguanosin-3'-O-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita y 5'-O-DMTr 2'-desoxi-5-aza-citidin-3'-O-
cianoetil-N,N-diisopropilfosforamiditas protegidas de base similar (1d, 1e o 1f, tal como se muestra en la Figura 6A.
La liberacién posterior del soporte sélido (tal como vidrio de poro controlado, CPG) y la retirada de los grupos
protectores de carbamato con bases, tales como DBU/piridina (o acetonitrilo), y amoniaco metandlico para la retirada
de los grupos protectores 4-O-metoxi y 4-O-metiltio, proporcionan los oligonucleétidos deseados con el ultimo grupo
DMTr activo o desactivado. DpGpGpD (3b) puede obtenerse de manera similar (Figura 7).

Por ejemplo (Figura 6A y 6B), un sistema Amersham AKTA Oligopilot 10 se carga con un soporte solido CPG unido
decitabina y protegido 1 m (donde Ri = fenoxiacetilo), que se acopla con 2-2,5 equivalentes ded terc-butil
fenoxiacetil 2'-desoxiguanosin fosforamidita en presencia de activador de benciltriotetrazol 0,3 M al 60 % (en
acetonitrilo) durante 2,5 minutos. El soporte sélido de CPG que contenia dinucledtido de GpD protegido se trata con
20 ml de KyCO3; 50 mM en metanol durante 1 hora y 20 minutos. El producto acoplado se oxida con terc-
butilhidroperéxido 2 M en acetonitrilo seco (preparado disolviendo terc-butilhidroperdxido en terc-butilperdxido al
80 %) durante 5 minutos. El grupo protector de dimetoxitritilo se elimina con acido dicloroacético en tolueno al 3 %.
El soporte sélido de CPG se lava con metanol seco; el filtrado se neutraliza mediante la adicion de 2 ml de acido
acético 1 M en metanol. La soluciéon se concentra mediante evaporacion rotatoria; el residuo se recoge en acetato de
trietilamonio 200 mM (pH 6,9), se lava con acetonitrilo (500 pl de acetonitrilo acuoso al 50 %), y se filtr6 a través de
un filtro de jeringa. El dinucleétido de GpD se purifica posteriormente mediante un dispositivo AKTA Explorer 100
HPLC con una columna preparativa Gemini C18 (Phenomenex), 250 x 21,2 mm, 10um con columna de guarda
(Phenomenex), 50 x 21,2 mm, 10um, con acetato de trietlamonio 50 mM (pH 7) en agua MilliQ (Fase movil A) y
acetonitrilo en agua MilliQ al 80 % (Fase movil B), con un 2 % a 20/25 % de la Fase movil B en volimenes de
columna. La IEN-EM (-ve) del dinucledtido de GpD 2a, donde X' = trietilamonio (masa exacta calculada para el
compuesto neutro C1gH24NgO1oP es 557,14), mostré m/z 556,1 [M-H]" y 1113,1 para [2M-H] (véase el espectro de
masas en la Figura 30).

Cuando el ciclo se repite tres veces con 2-2,5 equivalentes de terc-butil fenoxiacetil 2'-desoxiguanosina o fenoxiacetil
5-aza-2'-desoxicitidina fosforamidita en presencia de un 60 % de activador de benciltiotetrazol 0,3 M (en acetonitrilo)
durante 2,5 minutos y 10 minutos, respectivamente, (Figura 6b y 7), se obtiene el tetranucleétido de DpGpGpD 3b,
donde X" = trietilamonio (masa exacta calculada para el compuesto neutro CasH47N1g022P3 es 1176,23), mostré m/z
587,2 para [M-2H]” y 1175,2 [M-HJ (Figura 32).

Ademas, el dinucledtido de DpG 2b y GpDpGpD 3c puede sintetizarse acoplando 1s (donde R1 = grupo protector de
carbamato) con bloques de construccion de fosforamidita 1d, 1e o 1f (Figura 8). GpDpDpG y GpDpG (3c') pueden
obtenerse de manera similar (Figura 9).

Por ejemplo, cuando un soporte sdélido de CPG se une a 2'-desoxiguanosina 1s (donde R1 = terc-butil fenoxiacetilo),
que se acopla con 2-2,5 equivalentes de fosforamidita de fenoxiacetil decitabina (Figura 2A, 1d, donde R; =
fenoxiacetilo; véase el espectro de masas en la Figura 38) en presencia de un 60 % de activador de benciltiotetrazol
0,3 M (en acetonitrilo) durante 10 minutos. El soporte sélido de GPG que contenia dinucleétido de DpG protegido se
trata con 20 ml de K,CO3 50 mM en metanol durante 1 hora y 20 minutos. El producto acoplado se oxida, se elimina
el grupo protector, se lava, se filtra, y se purifica tal como se describe para el dinucleétido de GpD. La IEN-EM (-ve)
del dinucledtido de DpG 2b, donde X' = trietilamonio (masa exacta calculada para el compuesto neutro
C18H24NoO1oP es 557,14), mostré m/z 556,1 [M-H] y 1113,1 para [2M-M] (véase el espectro de masas en la Figura
31). El dinucleétido de DpG 2b, donde X" = sodio, se obtiene redisolviendo la sal de trietilamonio en 4 ml de agua,
0,2 ml de soluciéon 2M de NaClO4. Cuando se afiaden 36 ml de acetona, el dinucledtido se precipita. La solucion se
mantiene a -20 °C durante varias horas y se centrifuga a 4000 rpm durante 20 minutos. Se desecha el sobrenadante
y el solido se lava con 30 ml de acetona seguido de una centrifugacion adicional a 4000 rpm durante 20 minutos. El
precipitado se disuelve en agua y se criodeseca, lo que mostré una m/z 556,0 [M-H] (véase el espectro de masas en
la Figura 36).

Cuando el ciclo se repite dos veces con 2-2,5 equivalentes de terc-butil fenoxiacetil 2'-desoxiguanosina o fenoxiacetil
5-aza-2'-desoxicitidina fosforamidita en presencia de un 60 % de activador de benciltiotetrazol 0,3 M (en acetonitrilo)
durante 2,5 minutos y 10 minutos, respectivamente, se obtiene el trinucledtido de GpDpG 3c', donde X" =
trietlamonio (masa exacta calculada para el compuesto neutro CusH3zsN14016P2 es 886,2), lo que mostré una m/z
885,16 [M-H] (véase el espectro de masas en la Figura 33).

Cuando se repite el ciclo tres veces, se obtiene el tetranucleétido de DpGpDpG 3c, donde X' = trietilamonio (masa
exacta calculada para el compuesto neutro C3sHazN18O22P3 es 1176,23), que mostré m/z 587,4 para [M-2H]2' y
1175,4 [M-H] (véase el espectro de masas en la Figura 34).

Cuando el triéster de fosfito, formado de nuevo durante la etapa de acoplamiento, se convierte al correspondiente
triéster de fosforotioato con disulfuro de fenilacetilo al 5 % (PADS) en dicloroetano/simcolidina 4/1 (v/v), 4,3 ml de
solucién (3,6 volimenes de columna), caudal de 50 cm/h (tiempo de contacto 3 volumenes de columna), puede
obtenerse el derivado de fosforotioato de 2b. La sulfurizacién se completa a los 3 minutos, tras los cuales el exceso
de reactivo se elimina del vaso de reaccion lavando con acetonitrilo. La posterior desproteccién y purificacion, tal
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como se describe para 2a, proporciona DpG de fosforotioato (Sp y Rp, Figura 13, 2e), donde X' = trietilamonio
(masa exacta calculada para el compuesto neutro C1gH2a4N9OoPS es 573,12), lo que mostré una m/z 571,9 para [M-
H] (véase el espectro de masas en la Figura 35).

Cuando se repite el ciclo una vez con fosforamidita de DMT hexaetilenglicol (60 % de activador, tiempo de
acoplamiento 7 min), seguido de oxidacién y purificacion convencional tal como se describe para 2a, se obtiene el
dinucledtido de HEG-DpG 2d (Figura 12), donde X* = trietilamonio y Cap = fosfato de hexaetilenglicol (masa exacta
calculada para el compuesto neutro C3gH4gNegO19P2 es 901,71), lo que mostré una m/z 900,4 [M-H] (véase el
espectro de masas en la Figura 37).

3. Inhibicién de la metilacién del ADM mediante di-, tri- y tetranucleétidos de DpG y GpD

La actividad desmetilante de los di-, tri- y tetranucleétidos de DpG y GpD se ensay6 en un ensayo de GFP (proteina
fluorescente verde) basado en células. Este ensayo, que se ilustra esqueméaticamente en la Figura 25, tiene un gen
de GFP regulado por el promotor de CMV y es sensible a la metilacién de sitios de CpG en el promotor. Una
disminucion en la metilacion resultante de la exposicidon a un inhibidor de la metilacién da lugar a la expresion de
GFP y se puntua facilmente. Especificamente, se uso la linea celular CMV-EE210 que contenia el transgén de GFP
silenciado epigenéticamente para ensayar la reactivacion de la expresiéon de GFP mediante citometria de flujo. Se
produjo CMV-EE210 transfectando células NIH 3T3 con el plasmido pTR-UF/UF1/UF2 (Zolotuhin et al., 1996), que
esta compuesto de pBS(+) (Stratagene, Inc.) que contenia un promotor de citomegalovirus (CMV) que dirige un gen
de GFP humanizado adaptado para la expresion en células de mamifero. Después de la transfeccion, las células
que expresaban niveles elevados de GFP se seleccionaron inicialmente mediante andlisis FACS y clasificacion
usando un citémetro MoFlo (Cytomation, Inc.). La decitabina, un potente inhibidor de DNMT1 de mamifero, se uso
como control positivo. Para explorar respecto de la activacion de CMV-EE210, la decitabina (a 1 uyM) o un
compuesto de ensayo (a una concentracion de 30-50 uM) se afiadié a medio completo (DMEM libre de fenol rojo
(Gibco, Life Technologies) suplementado con suero fetal bovino al 10 % (Hyclone)). Las células se sembraron
entonces a un 30 % de confluencia (~ 5000 células/pocillo) en placas de 96 pocillos que contenian los compuestos
de ensayo y se crecieron durante tres dias a 37 °C en CO- al 5 %. Las placas se examinaron en un microscopio de
fluorescencia usando un filtro de excitacién de 450-490 (cubo de filtro 13, Leica, Deerfield IL). Los pocillos se
puntuaron g1 positivos (10 %) de células viables que expresan GFP, g2 positivos si el 30 % de células viables
expresan GFP y g3 si > 75 % de las células viables expresan GFP. GFP 50 es la concentracién de un inhibidor que
(al igual que una Clsg) es la dosis en la que el nivel de expresién de GFP va de g3 a g1/2. La Tabla 1 lista los
resultados de la prueba para decitabina, DpG, GpD, GpDpG, DpGpGpD y DpGpDpG como inhibidores de la
metilacién de ADN. Tal como se muestra en la Tabla 1, todos los analogos de 5 oligonucleétido ensayados fueron
capaces de inhibir la metilacion de ADN de manera eficaz a bajas concentraciones, dando como resultado la
reactivacion de la transcripcion del gen de GFP.

Tabla 1: Exploracién preliminar de la activacién de desmetilamina

Compuesto | Nivel de expresién de GFP | CI50 (nM)
Decitabina g3 500
DpG g3 400
GpD g3 700
GpDpG g3 1800
DpGpGpD g3 1100
DpGpDpG g3 1400

4. Sintesis de dinucleétidos y tetranucleétidos de DpG y DpG en solucién

Para la sintesis de estos oligonucleétidos a gran escala, es deseable el uso de soportes poliméricos solubles. Bayer
y Mutter, (1972) Nature 237: 512-513; Bonora (1995) Appl. Biochem. Biotechnol. 54: 3-17. El soporte polimérico,
poli(etilenglicol) o PEG permite que el proceso sintético se lleve a cabo en una fase homogénea y asegura una etapa
de purificacion de intermedio sencilla mediante procedimientos sencillos de precipitacion vy filtracion. Quimica de
poli(etilenglicol) de Harris. Biotechnical and Biomedical Applications, J. M. Harris (Ed.), Plenum Press, New York
(EE.UU.), 1992, pags. 1-14 [cita de libro]. Por ejemplo, los derivados enlazados en 3', tales como 1t, 1u, o 1v (Figura
10) pueden adaptarse faciimente a la quimica basada en fosforamidita convencional empleada en los
procedimientos de fase sélida precedentes para dar los di- y tetranucleétidos de DpG y GpD 2a, 2b, 3a, 3b, 3c, 3d.

Como alternativa, el nuevo dinucleétido de DpG 2a puede prepararse en solucién acoplando los derivados 1p, 1q, o
1r con 5-O-DMTr 2'-desoxiguanosina-3'-O-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita y GpD protegidos con base similar
mediante el acoplamiento de 2'-desoxiguanosina protegida en 3' de manera similar con 5'-O-DMTr 2'-desoxi-5-aza-
citidina-3'-O-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamiditas (1d, 1e o 1f) en acetonitrilo y/o diclorometano, seguido de
oxidacion con yodo/agua, desproteccion de los grupos protectores de la base, y la retirada del grupo DMTr (como en
el ciclo convencional para la sintesis de oligonucleétidos).
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Ademas, el nuevo dinucleétido de DpG (2c) con el grupo metilo terminal protegido en 3-OH y 5'-OH puede
prepararse acoplando el derivado de 3'-O-metilo 1g, 1h o 1i con un derivado de 5-O-metilo de 2'-desoxiguanosina-3'-
O-cianoetil-N,N-diisopropilfosforamidita 1w (Figura 11), seguido de oxidacién con yodo/agua, desproteccion de los
grupos protectores de la base, y la retirada del grupo DMTr (como en el ciclo convencional para la sintesis de
oligonucleétidos). El dinucledtido de GpD (2d) puede prepararse igualmente acoplando el derivado de 2'-
desoxiguanosina de 3-O-etilo 1x con derivado de 5-O-etilo de 2'-5-azacitidin-3'-O-cianoetil-N,N-
diisopropilfosforamidita 1j, 1k o 1l (Figura 12).

5. Sintesis de oligonucledtidos de DpG y GpD resistentes a citidina desaminasas y nucleasas

En general, los oligonucleétidos en fluidos biolégicos se someten a degradacién por nucleasas. Stein y Cheng
(1993) Science 261: 1004-1012; Cohen (1994) Adv. Pharmacol. 25: 319-339. Para aumentar la estabilidad y
resistencia a la degradacién por nucleasas, también se producen dinucleétidos de fosforotioato y derivados de
tetranucledtido, tales como 2e, 2f, 3e, 3f, 39, y 3h (Figura 13, 14 y 15), donde el oxigeno no puenteante
internucledtido se reemplaza con azufre. Se usan protocolos de fosforamidita convencionales, excepto para la
sustitucion de disulfuro de bis(O,O-diisopropoxi fosfinotioil) (S-tetra) para yodo durante la etapa de oxidacion. Zon y
Stec (1991) en Eckstein, F. (ed.), Phosphorothioate Analogues' in Oligonucleotides and Their Analogs: A Practical
Approach. IRL Press, pags. 87-108; Zon, G. (1990) en Hancock, W.S. (ed.), High Performance Liquid
Chromatography in Biotechnology. Wiley, Nueva York, Ch.14, pags. 310-397 [citas de libro]; Stec, Uznanski, Wilk,
Hirschbein, Fearon, y Bergot (1993) Tet Lett. 34: 5317-5320; lyer, Phillips, Egan, Regan, y Beaucage (1990) J. Org.
Chem 55: 4693-4699.

Otro impedimento potencial a la aplicacion de estos oligonucledtidos como agentes farmacéuticos es la presencia
ubicua de citidina desaminasa (CDA) ya que la desaminacién de la decitabina da como resultado una pérdida total
de la actividad. Momparler, Cote y Eliopoulos (1997) Leukemia 11 (Supl.1): 1-6; Chabot, Bouchard y Momparler
(1983) Biochem. Pharmacol. 32: 1327-1328; Laliberte, Marquez y Momparler (1992) Cancer Chemother. Pharmacol.
30: 7-11. Para abordar este problema, también se preparan oligonucledtidos que contienen derivados de decitabina
con el 4-NH, reemplazado por 4-NR3Rs (donde Rz y R4 pueden ser alquilo, alquilamino, y alcohol de alquilo) para
proporcionar derivados tales como 2g, 2h, 2i, 2j, 2k, 21, 2 m, 2n, 3i, 3j, 3k, 3l, 3 m, 3n, 3o, y 3p (Figura 16, 17, 18,
19, 20 y 21). Se usan protocolos de fosforamidita convencionales, excepto para la sustitucion de aminas de alquilo,
dialquilaminas, e hidroxilaminas para amoniaco en metanol durante la retirada del 4-metoxi y 4-metiltio. Ya que las
aminas secundarias y terciarias, las diaminas, y las hidroxilaminas son peores grupos salientes que el amoniaco,
estos derivados son mas dificiles de desaminar.

6. Sintesis de oligonucleétidos ricos en DpG y GpD basados en las islas de CpG de las regiones promotoras de
genes relacionados con el cancer, tales como P15 (CDKN2B), BRCA1, y P16 (CDKN2A)

Pueden prepararse analogos de oligonucledtidos ricos en islotes de DpG y GpD que varian en longitud de 5 a 100
bases, donde D puede ser decitabina o analogos de decitabina. A diferencia de los dinucleétidos y tetranucledtidos
de DpG y GpD anteriormente descritos, estos analogos de oligonucleétidos ricos en DpG y GpD relativamente mas
largos no solo funcionan de manera restrictiva en las islas de CpG de las regiones promotoras sino especifica para
un segmento dentro de la secuencia de la regién promotora para genes relacionados con el cancer, tales como P15
(CDKN2B), P16 (CDKN2A) y BRAC1. Por ejemplo, pueden prepararse analogos de oligonucleétidos ricos en DpG y
GpD 8-meros, 10-meros y 12-meros (Figura 26) basdndose en las secuencias de la region promotora de P15, P16 y
BRCA1 (Figura 27, 28 y 29, respectivamente) usando los bloques de construccion de fosforamidita 1d, 1e o 1f en
una sintesis de oligonucleétidos en fase sélida convencional. Mas ejemplos de oligonucleétidos que pueden
modificarse para incorporar 5-aza-citosina en estos se listan en las Figuras 27, 28 y 29. Estos analogos de
oligonucledtidos pueden funcionar como cebadores e incorporarse en el ADN en replicacion solo en ese segmento
especifico de la secuencia de la region promotora de P15, P16 o BRAC1, por lo tanto inhibiendo de manera eficaz y
selectiva la metilacién de la regiéon promotora.

Aunque se han mostrado y descrito en el presente documento realizaciones preferidas de la presente invencion,
sera evidente para los expertos en la materia que dichas realizaciones se proporcionan solo a modo de ejemplo.
Numerosas variaciones, cambios y sustituciones seran evidentes para los expertos en la materia sin apartarse de la
invencion. Debe entenderse que pueden emplearse varias alternativas a las realizaciones de la invencion descrita en
el presente documento en la practica de la invencion. Se pretende que las siguientes reivindicaciones definan el
alcance de la invencion y que mediante estas queden cubiertos los métodos y estructuras dentro del alcance de
estas reivindicaciones y sus equivalentes.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550256 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> SUPERGEN, INC.
Phiasivongsa, Pasit
Redkar, Sanjeev

<120> ANALOGOS DE OLIGONUCLEOTIDOS QUE INCORPORAN 5-AZA-CITOSINA EN LOS MISMOS

<130> 12636-350.601
<160> 33

<170> Patentln version 3.1
<210> 1

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Analogo de oligonucleétido que se dirige a un segmento de la region promotora de P15

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 1
tthgngaa 8

<210> 2

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Analogo de oligonucledtido que se dirige a un segmento de la region promotora de P15

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 2
tgcctngt 8

<210>3

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Analogo de oligonucledtido que se dirige a un segmento de la regidon promotora de BRCA1

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>
<221> misc_feature
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<222> (9)..(9)
<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 3
aggnacagna 10

<210>4

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Analogo de oligonucleétido que se dirige a un segmento de la region promotora de BRCA1

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> misc_feature

<222> (7)..(7)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 4
gtgnagna 8

<210>5

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Analogo de oligonucledtido que se dirige a un segmento de la region promotora de P16

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> mlsc_feature

<222> (7)..(7)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> misc_feature

<222> (10)..(10)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 5
aangggnggn gg 12

<210>6

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Analogo de oligonucledtido que se dirige a un segmento de la regiéon promotora de P16

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base
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<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> misc_feature

<222> (8)..(8)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 6
canggngngg 10

<210>7

<211> 2144

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>7

ttttcatte agtcaacttg cttogogaag clcacacate tgoctogtge aagatictca 60
glcattttac ttagtcattg giictitcee tatcaccatt ctttatgtee cocteazaga 120
aaaacatiat cticcatttc cttatcaact ccadacaget ticatttitc tgacatattt 180
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actacctaag aaaatggctc aagaattggg tagactatct tgtcctaact titctgataa 240
atttcagaga aactcaaagg tcasaacaag agcataagag taaaggtaga gaaattaaga 300
aactgaagac taggaaatgg goggiigggat gggaaagaaa aagaastigh tateatgcta 360
cecggtiore tteoctgtece aggtggattt cagetctglt gaggctetgt cagtagatat 420
tcagecctaa ccagcacitc catggtggtg geacttccac tgecctttaa aagaaagage 480
ttitttaat tctacaggga tttgggggat gaggagtcag agctaaggta toctaasaaa 540
aacatgtgaa gactctcatt ttgcaataca caagcaatty ooctoctgtt aagacttigt 600
cttcctcage actocgaace aaaatgattc tgtaaacaaa aattgttcac ttttaggaga 660
ggtccactta tgcagttcct caccaaagtt ttaggcaac aaatccataa citgeggtic 720
tcttoctats caatgtagea tocgetgaaa tgtittaaat atttteagta ataaatgtiy 780
athcaaacté acctaggaag attaggaagy ggaaaaaaag cactiggeat ttaaatctic 840
agaagagaat trastgaceg gitcagecty taatgaca agoccageac cacaccedts | 900,
tcttatgatg tttcattatt actgcataaa tttectttat tactcatgat aaataaaaat 960
aagatacclg acaaagtggg lttaaatagg teagagtgca aacaaagatlt tactgtacaa 1020
atatgatgaa actgggata: cagattctta aagtataatt ttttitgtct tatgtgtgec 1080
aggttgocac tetcaatctc gaactagtit tittcicttt taaggottgt atccataatg 1140
Caaaaatgga aagaattaaa aagcacacgc aaaacatgat tctegggatt ttictctatt 1200
“thatggtig a&aatbcaa acagaaagac acatccaaga gaaaattgct aagtttgata 1260
caagtiatga aacditgtgaa goocaagtac tgoctggggs tgaatttaac ttgtatgaca 1320
ggtgcagagce tgtegettic agacatctia agaaagaogg agtiatiitg aatgacitic 1380
tctcogtcac aagggageca ccaaogtctc cacagtgaaa ccaactgget ggctgaagga 1440
acagaaatcc tctgcteoge ctactgggga ttaggagetg agggeagtgg tgaacattee 1500
caaaatatta gocttggctt tactggacat ccagegagcea gtacagocag cattecigge 1560
ggctceetgg occagetct ggegeatgeg toctageat tttgggeagg ettecoogoc 1620
ctegtgacge gtoggeoogg goctggocte coggegatca cagoggacag ggggoggage 1680
ctaagggggt ggggagacge cggeccettg geecagetga aaacggaatt ctttgeogge 1740
tggctceeca ctetgecaga gogaggoggg geagtgagga ctecgegacg cgtocgeace 1800
ctgcggecag ageggettly ageteggetg cgtecgeget aggegetitt toccagaage 1860
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aatccaggog cgeecgetgy tcttgageg ccaggaaaag cccggagcta acgaccggee 1920
gctoggecac tgeacgggge cccaagecge agaaggacga cgggagggta atgaagetga 1980
goccaggtct cctaggaagg agagagtgeg coggageage gigggaaaga agggaagagt 2040
gtegttaagt ttacggecaa cggtggatta teegggeoge tgogegtety gggactgogg 2100
aatgegogag gagaacaagg geatgeccag tgggagoegac agog 2144

<210>8

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8
ttcgcgaa 8

<210>9

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9
tgcctegt 8

<210> 10

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
tgcoggct 8

<210> 11

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
oggcccgg 8

<210> 12

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
gctcggct 8

<210> 13

<211> 987

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
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€9gaga0gog gagaacagac 8acygacoac 9995ageagce atggaagecgg cggeggagag 60
cagcatggag cetteggcty actggotgge cacggeegeg goceggggte gggtagagga 120
gatgegggeg ctgetggagy caggggeget geccaacgca cogaatagtt acggicggag 180
gocgatceag gtcatgatga tgggeagege cogagtageg gagetgetge tgctecacgg 240
cgeggageoc aactgegeog acoccgecac tetcaccoga cocgtgcacg acgetgeceg 300
ggagggcttc ciggacacge tggtggtgct geacegggee 9gggegegac tggacgtgeg 360
ogatgectyg ggecgtelge coglggacct ggctgaggag ctgggecate gogatgioge 420
acggtaccty cgegegactg cggggageac cagaggcagt aaccatgeee geatagatge 480
Cgcggaaggt cectcagaca teoccgatty aaagaaccag agaggetctg agaaaccleg 540
ggaaacttag atcatcagte acogaaggtc ctacagggec acaactgoce cogecacaac 600
ccaccceget tiogtaghtt teatttagaa aatagagett ttaaaaatg cotgecttts 660
aacgtagata taagecttce coractaceg taaatgtoca tiatatcat tittatata | 720
ttettataaa aatgtaaaaa agaaaaacac ogcttctger ttttcactgt gttggagttt 780
tctggagtga geactcacge odtaagegea caticatgly ggcattictt gegagecteg 840
cagcotoogg aagctgtoga citcatgaca ageattitgt gaactaggga agctcagagg 900
ggttaciggc tictcttgag tcacactgct agcaaatgoc agaaccaaag cicaaatasa 9560
aataaaataa tittcattea tieacte 887

<210> 14

<211>12

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14
aacgggcggc gg 12

<210> 15

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15
cacggcgcegg 10

<210> 16

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16
cgggeggce 8

<210> 17

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
agcagcat 8
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<210> 18

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18
gcgcecgac 8

<210>19

<211> 649

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
ccacctaatt gtactgaatt gcaaattgat agttgttcta gcagtgaaga gataaagaaa 60
aasaagtaca accasatgoc agtcaggeac agcagaaace tacaacteat ggaaggtaaa 120
gaacclgcaa ctggagocaa gaagagtaac aagocaaaty aacagacaag taaaagacat 180
gacagogata ctitcccaga gotgaagtta acaaatgoac ctggtictit tactaagtgt 240
tcaaatacca gtgaacttaa agaatttgtc aatoctagoc ticcaagaga agaaasagaa 300
gégaaactag aaacagttag tgtctaataa tgctgaagac cccaaagate tcatgttaag 360
tggagaaagg gttitgcaaa ctgaaagate tgtagagagt agcagtatit cattggtace 420
tagtactgat tatggcactc aggaaagtat ctegttactg gaagttagea ctetagggaa 480
ggcaagaxca gaaccasata aatgtgtgag tcagtgtgea geatttgaaa acoccaaggg 540

actaaticat ggttgitcea aagataatag aaatgacaca gaaggcttta agtatecatt 600
gggacatgaa gttaaccaca gtogggaaac aagcatagaa atggaagaa 649

<210> 20

<211>10

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
aggcacagca 10

<210> 21

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
gtgcagca 8

<210> 22
<211>8

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22
cagcgata 8

<210> 23
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<211>8
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 23
tagcagtg 8

<210> 24

<211>8

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
aggcttta 8

<210> 25

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molde de secuencia para analogo de oligonucleétido como inhibidor de la ADN metiltransferasa

<400> 25
ctggatcctt gcceegeccce ttgaattcee 30

<210> 26

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molde de secuencia para andlogo de oligonucleétido como inhibidor de la ADN metiltransferasa

<400> 26
gggaattcaa atgacgtcaa aaggatccag 30

<210> 27

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molde de secuencia para analogo de oligonucleétido como inhibidor de la ADN metiltransferasa

<400> 27
cctacccacc ctggatcctt gcceecgeccc ttgaattcce aaccctccac 50

<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molde de secuencia para analogo de oligonucleétido como inhibidor de la ADN metiltransferasa

<400> 28
atccttgcce cgecccttga at 22

<210> 29

<211>14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Molde de secuencia para andlogo de oligonucleétido como inhibidor de la ADN metiltransferasa

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2550256 T3

<400> 29
ttgccecgec cett 14

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Analogo de oligonucledtido como ADN metiltransferasa

<220>

<221> misc_feature

<222> (15)..(15)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 30
ctggatcctt gccengceccc ttgaattcce 30

<210> 31

<211> 27

<212> DIMA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Analogo de oligonucleétido con conformacion en horquilla

<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> misc_feature

<222> (11)..(11)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 31
ctgaanggat ngtttcgatc cgttcag 27

<210> 32

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Analogo de oligonucleétido

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> n = 5-aza-citosina como resto base

<400> 32
tthgngaa 8

<210> 33

<211>8

<212> DIMA

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Hebra complementaria de la SEC ID: 30
<400> 33

ttcgcgaa 8
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REIVINDICACIONES

1. Un analogo de oligonucledtido aislado o sintético, o una sal o éster del mismo, de férmula general 5'-DpG-3' 0 5'-
GpD-3', en los que D es decitabina; p es un enlazador fosfo; y G es desoxiguanosina.

2. El analogo de oligonucleétidos de la reivindicacion 1, en el que el analogo de oligonucledtido es 5'-DpG-3'.
3. El analogo de oligonucleétidos de la reivindicacion 1, en el que el analogo de oligonucleétido es 5'-GpD-3'.
4. El analogo de oligonucleétido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que esta en forma de una sal.

5. El analogo de oligonucleétido de la reivindicacion 1, que es un compuesto de la férmula:
Wy

x\

+ .z
en la que X" es un contraion.
6. El analogo de nucledtido de la reivindicacién 5 en el que X es Na™.

7. El andlogo de oligonucledtido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la sal se forma con un
acido seleccionado del grupo que consiste en acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico
carboxilico, sulfénico, sulfo o fosfo acidos, acido acético, acido propionico, acido glicélico, acido succinico, acido
maleico, acido hidroximaleico, acido metilmaleico, acido fumarico, acido malico, acido tartarico, acido lactico, acido
oxalico, acido gluconico, acido glucarico, acido glucurénico, acido citrico, acido benzoico, acido cinamico, acido
mandélico, acido salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido 2-fenoxibenzoico, acido 2-acetoxibenzoico, &acido
embonico, acido nicotinico, acido isonicotinico, aminoacidos, acido glutamico, acido aspartico, acido fenilacético,
acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido etano-1,2-disulfénico, acido
bencenosulfénico, acido 4-metilbencenosulfénico, acido naftalen-2-sulfénico, acido naftalen-1,5-disulfénico, 2- o 3-
fosfoglicerato, glucosa-6-fosfato, acido N-ciclohexilsulfamico, y acido ascérbico.

8. El analogo de oligonucleétidos de la reivindicacidon 1, en el que la sal es una sal de clorhidrato, mesilato, EDTA,
sulfito, L-aspartato, maleato, fosfato, L-glutamato, (+)-L-tartrato, citrato, L-lactato, succinato, acetato, hexanoato,
butirato, o propionato.

9. El analogo de oligonucledtidos de la reivindicaciéon 1, en el que la sal es una sal de sodio, calcio, litio, potasio,
amonio, o trialquilamonio.

10. El analogo de oligonucledtido de cualquier reivindicacién precedente, en el que el grupo hidroxilo del extremo 5'
o 3' terminal del analogo de oligonucledtido se sustituye con un grupo protector no hidroxilo.

11. El andlogo de oligonucledtidos de la reivindicacién 10, en el que el grupo protector no hidroxilo se selecciona
entre el grupo que consiste en dimetoxitritoxilo (DMTr-O), O-metilo (OMe), etilenglicol, tetraetilenglicol, hexaetilen
glicol, y fosfato de hexaetilenglicol.

12. Una composicién farmacéutica que comprende un andlogo de oligonucleétido de acuerdo con cualquier
reivindicacion precedente, o su sal o éster farmacéuticamente aceptable, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

13. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 12, en la que el vehiculo farmacéuticamente

aceptable es una solucién que contiene menos de un 5 % de agua, que comprende etanol, glicerina, propilenglicol,
polietilenglicol, o una combinacién de los mismos.
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14. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que el vehiculo farmacéuticamente
aceptable comprende una combinacion de propilenglicol y glicerina.

15. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, que tiene menos de un 1 % de
agua.

16. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en la que la concentracion de
propilenglicol en el vehiculo farmacéuticamente aceptable es de entre un 10-80 %.

17. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 16, en la que la concentracion de
propilenglicol en el vehiculo farmacéuticamente aceptable es de entre un 50-70 %.

18. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, para su administracion mediante
inyeccion.

19. La composiciéon farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 18, pasa su administracion
mediante inyeccion subcutanea.

20. La composiciéon farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 19, que comprende entre 0,1 y
200 mg del analogo de oligonucledtido por ml de vehiculo farmacéuticamente aceptable.

21. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 20, que comprende entre 0,1 y
100 mg del analogo de oligonucledtido por ml de vehiculo farmacéuticamente aceptable.

22. Una combinacion farmacéutica que comprende:

(i) un analogo, sal o éster de oligonucleétido aislado o sintético tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11 o una composicidon farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
12a21;y

(i) un componente terapéutico es un agente antineoplasico, un agente alquilante, un agente que es un miembro
de la superfamilia de los retinoides, un agente antibiético, un agente hormonal, un agente derivado de plantas, un
agente biolégico, una interleucina, un interferén, una citocina, un agente inmunomodulador, un anticuerpo
monoclonal, un inhibidor de histona desacetilasa, o un compuesto de platino.

23. La combinacion farmacéutica de la reivindicacion 22 en la que el componente terapéutico comprende un
inhibidor de histona desacetilasa seleccionado entre un acido hidroxamico, un péptido ciclico, una benzamida, un
acido graso de cadena corta, tricostatina A, acido suberoilanilida hidroxamico, oxamflatina, acido subérico
bishidroxamico, acido m-carboxi-cinamico acido bishidroxamico, piroxamida, trapoxina A, apicidina, FR901228, MS-
27-275, acido butirico, butirato de arginina y fenilbutirato.

24. La combinacién farmacéutica de la reivindicacion 23 en la que el componente terapéutico es MS-27-275.

25. La combinacion farmacéutica de la reivindicacion 22 en la que el componente terapéutico comprende un
compuesto de platino seleccionado entre cisplatino y carboplatino.

26. Un oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal o éster del mismo, o
una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, o una combinacion
farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, para su uso en el tratamiento de un
paciente que padece una enfermedad asociada con la metilacion aberrante del ADN.

27. Un oligonucleodtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal o éster del mismo, o
una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, o una combinacion
farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 26, en la que la enfermedad asociada con la metilacion aberrante del ADN se selecciona del grupo
que consiste en trastornos hematoldgicos, tumores benignos y cancer.

28. Un oligonucleodtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal o éster del mismo, o
una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, o una combinacion
farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 27, en el que el trastorno hematolégico se selecciona entre el grupo que consiste en leucemia
mieloide aguda, leucemia promielética aguda, leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena crénica, sindromes
mielodisplasicos, y la anemia de células falciformes.

29. Un oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal o éster del mismo, o

una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, o una combinacion
farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, para su uso de acuerdo con la
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reivindicacion 27, en el que el cancer se selecciona entre el grupo que consiste en cancer de mama, cancer de piel,
cancer 6seo, cancer de préstata, cancer de higado, cancer de pulmon, cancer de pulmén no microcitico, cancer de
cerebro, cancer de laringe, de de vesicula biliar, de pancreas, de recto, de paratiroides, de tiroides, adrenal, de tejido
neural, de cabeza y cuello, de colon, de estdbmago, de bronquios, y cancer de rifién, carcinoma ce células basales,
carcinomas de células escamosos de tipo tanto ulcerante y papilar, carcinoma de piel metastasico, osteosarcoma,
sarcoma de Ewing, sarcoma de células reticulares, mieloma, tumor de células gigantes, tumor microcitico de
pulmédn, calculos biliares, tumor de células de islote, tumor cerebral primario, tumores linfociticos y granulociticos
agudos y cronicos, tumor de células pilosas, adenoma, hiperplasia, carcinoma medular, feocromocitoma, neuromas
mucosales, ganglioneuromas intestinales, tumor del nervio corneal hiperplasico, tumor habito marfanoide, tumor de
Wilm, seminoma, tumor ovarico, tumor leiomyomater, displasia cervical y carcinoma in situ, neuroblastoma,
retinoblastoma, sarcoma de tejidos blandos, carcinoide maligno, lesion cutanea tdpica, mycosis fungoides,
rabdomiosarcoma, sarcoma de Kaposi, sarcoma osteogénico, hipercalcemia maligna, tumor de células renales,
policitemia vera, adenocarcinoma, glioblastoma multiforme, leucemias, linfomas, melanomas malignos, y carcinomas
epidermoides.

30. Un oligonucleodtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal o éster del mismo, o
una composicidon farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, para su uso en el
tratamiento de una enfermedad asociada con la sintesis anormal de hemoglobina.

31. Un oligonucledtido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, o una sal o éster del mismo, o
una composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, para su uso de
acuerdo con la reivindicacion 30, en el que la enfermedad asociada con la sintesis anormal de hemoglobina se
selecciona entre anemia de células falciformes y 3-talasemia.

32. Uso de:
(a) un analogo, sal o éster de oligonucledtido aislado o sintético tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11; o

(b) la composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21;

en la fabricacion de un medicamento para tratar una enfermedad tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 26 a 31.

33. El analogo, sal o éster de oligonucledtido aislado o sintético tal como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11; la composiciéon farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 21, o la
combinacion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, para su uso en terapia.
34. Un kit que comprende:
(i) un primer vaso que comprende un analogo, sal o éster de oligonucledtido aislado o sintético, tal como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en una forma sélida; y
(i) un segundo vaso que comprende un diluyente que comprende glicerina.

35. Un kit de acuerdo con la reivindicacion 34 en el que el diluyente es una combinacion de propilenglicol y glicerina,
en el que la concentracion de propilenglicol en el diluyente es de entre un 1-90 %.

36. El kit de la reivindicacion 34, que ademas comprende instrucciones para su administracion mediante inyeccion.

37. El kit de la reivindicaciéon 34, que ademas comprende instrucciones para su administracion mediante inyeccion
subcutanea.
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FIGURA 1
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FIGURA 2A
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SEC IDN°: 1" TpTpDpxGpDpxGpApA
SECID N°:2 TpGpxCpCpTpDpxGpT
SEC ID N°: 3 ApGpGpxDpApCpApGpxDpA
SEC ID N°: 4 GpTpGpxDpApGpxDpA

SEC ID N°: 5 ApApDpxGpGpGpxDpGpGpxDpGpG
SEC ID N°: 6 * CpApDpxGpGpxDpGpxDpGpG

FIGURA 26
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REGION DE SECUENCIA PROMOTORA P15 (SEC ID N°:7)

ttttteatteagtcaacttgattogegaa
gctcacacatctgcctcgtgcaagattctca Ecattttac
. tt:agtcattggttctttccctatcaccat:t:cttI:atgtcccct:tcaaagaaaaacattal:gttccatttccttatcaact

SECIDN°: 8 TTCOCEAA
SECID N°: 9 TGCOTCAGT
SECIDN°:10 TGCCGGCT
SECID N°:11 CGacocas
SECID N°:12 GCTCGACT

FIGURA 27
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SECUENCIA DE REGION PROMOTORA (SEC ID N°:13)

cggagagggggagaacagacaacgggcggcggggagcageatggagccggcggcggggagcagcatggag
ccttcggctgactggctggacacggccgcggcccggggtcgggtagaggaggtgcgggcgctgctggaggcgggggcgct
gcccaacgcaccgaatagttacggtcggaggccgatccaggtcatgatgatgggcagcgcccgagtggcggagctgctgc
tgctccacggcggggagcccaactgcgccgaccccgccactctcacccgacccgtgcacgacgctgcccgggagggcttc
ctggacacgctggtggtgctgcaccgggccggggcgcggctggacgtgcgcgatgcctggggccgtctgcccgtggacct
ggctgaggégctgggccatcgcgatgtcgcacggtacctgcgcgcggctgcggggggcaccagaggcagtaaccatgccc
gcatagatgccgcggaaggtccctcagacatccccgattgaaagaaccagagaggctctgagaaacctcgggaaacttag
atcatcagtcaccgaaggtcctacagggccacaactgcccccgccacaacccaccccgctttcgtagttttcatttagaa
aatagagcttttaaaaatgtcctgcettttaacgtagatataagccttcccccactaccgtaaatgtccatttatatcat
tttttatatattcttataaaaatgtaaaaaagaaaaacaccgcttctgccttttcactgtgttggagttt
tctggagtgagcactcaegccctaagcgcacattcatgtgggcatttcttgcgagcctcgcagcctccggaagctgtcga
cttcatgacaagcattttgtgaactagggaagctcaggggggttactggcttctcttgagtcacactgdtagcaaatggc
agaaccaaagctcaaataaaaataaaataatttteattcattecacte

SECIDN°:14  AACGGECGGCRG
SECIDN°:15  CACGGCGCGE
SECIDN°:116  CGGGCGGT
SECIDN°:17  RGCAGCAT
SECIDN°:18 GCGCCGAC

FIGURA 28
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SECUENCIA DE REGION PROMOTORA DE BRCA 1 (SEC TD N°:19)

ccacctaattgtactgaattgcaaattgatagttgttctagcagtgaagagataaagaaaaaaaagtaca .

accaaatgccagtcaggcacagcagaaacctacaactcatggaaggtaaagaacctgeaactggagccaagaagagtaac
aagccaaatgaacagacaagtaaaagacatgacagcgatactttcccagagctgaagttaacaaatgcacctggttcttt
tactaagtgttcaaataccagtgaacttaaagaatttgtcaatcutagccttccaagagaagaaaaagaagagaaactag
aaanagtpagtgtctaataatgctgaagaccccaaagatctcatgttaagtggagaaagggt tttgeaaactgaaagate
tgtagagagtagcagtatttcattggtacctggtactgattatggcactcaggaaagtatctcgttactggaagt tageca
ctctagggaaggoaaaaacagaaccaaataaatgtgt gagteagtyg tgcagcattitgaaaaccocaagggactaatteoat

ggttgttccaaagataatagaaatgac acagaaggctttaagtatccat tgggacatgaagttaaccacaqgt cgggaaac
aagcatagaaatggaagaa .

SECIDN°:20 AGGUACAGCA
SECID N°:21 GTGCAGCA
SECID N°:22 CAGCGATA
SEC ID N°:23 TAGCAGTC
SEC ID N°: 24 AGGCTTTA

FIGURA 29
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FIGURA 30
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Figura 33
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FIGURA 38
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