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DESCRIPCIÓN

Modulación de la expresión de HSP47

SOLICITUDES DE PATENTE RELACIONADAS5

Esta solicitud reivindica el beneficio de las solicitudes provisionales de EE.UU. nº de serie 61/372.072, presentada el 
9 de agosto de 2010, 61/307.412, presentada el 23 de febrero de 2010 y 61/285.149, presentada el 9 de diciembre 
de 2009, tituladas cada una “Modulación de la expresión de HSP47”.

10
LISTADO DE SECUENCIAS 

La presente solicitud contiene un listado de secuencias que se titula 220-PCT1_ST25_07-Dec-10.txt, estando creada 
dicha copia ASCII el 7 de diciembre de 2010 y teniendo 533 kb de tamaño.

15
CAMPO DE LA INVENCIÓN

Se proporcionan en la presente memoria composiciones y procedimientos para modular la expresión de hsp47.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN20

Sato, Y., et al. dan a conocer la administración de liposomas acoplados a vitamina A para suministrar ARN 
interferente pequeño (ARNip) contra gp46, el homólogo de rata de la proteína de choque térmico 47 humana, en 
modelos animales en rata de cirrosis hepática. Sato, Y., et al., Nature Biotechnology, vol. 26 (4), pág. 431-442 
(2008).25

Chen, J-J., et al. dan a conocer la transfección de muestras de queloides humanos con ARNhp de HSP47 (ARN de 
horquilla pequeño) para examinar la proliferación de fibroblastos de queloides. Chen, J-J., et al., British Journal of 
Dermatology, vol. 156, pág. 1188-1195 (2007).

30
La publicación de patente PCT nº WO 2006/068232 da a conocer un portador farmacológico específico de astrocitos 
que incluye un derivado retinoide y/o un análogo de vitamina A.

La actual invención se define, entre otros, mediante los siguientes apartados:
35

1. Una molécula de ácido nucleico bicatenaria que tiene la estructura (A2) expuesta a continuación:
(A2) 5' N1-(N)x- Z 3’ (hebra anticodificante)

3' Z'-N
2
-(N')y-z" 5’ (hebra codificante)

en la que cada uno de N2, N y N' es un ribonucleótido no modificado o modificado o un resto no convencional; 
en la que cada uno de (N)x y (N')y es un oligonucleótido en que cada N o N’ consecutivo está unido al N o N’ 40
adyacente por un enlace covalente;
en la que cada uno de x e y es independientemente un entero entre 17 y 39;
en la que la secuencia de (N')y tiene complementariedad con la secuencia de (N)x y (N)x tiene complementariedad 
con una secuencia consecutiva en un ARNm de hsp47 (SEQ ID NO: 1);
en la que N1 está unido covalentemente a (N)x y está desapareado con el ARNm de hsp47 o es un resto de ADN 45
complementario del ARNm de hsp47;
en la que N1 es un resto seleccionado del grupo consistente en uridina, desoxirribouridina, ribotimidina, 
desoxirribotimidina, adenosina o desoxiadenosina naturales o modificadas; 
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presentes es un resto de caperuza conectado
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N')y;50
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 nucleótidos consecutivos, restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los 
mismos conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y 
en la que la hebra anticodificante comprende una secuencia anticodificante de SEQ ID NO: 127.

55
2. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 1, en la que x= y= 18.

3. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de cualquiera de los apartados 1-2, en la que la hebra codificante 
y la hebra no codificante son el oligonucleótido descrito como SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127).

60
4. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 3, que tiene la estructura 

(hebra anticodificante de SEQ ID NO: 127)

(hebra codificante de SEQ ID NO: 60)
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en la que cada “|” representa un apareamiento de bases entre los ribonucleótidos;
en la que cada uno de A, C, G y U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado o un resto 
no convencional;
en la que cada uno de Z y Z' está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 nucleótidos o restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 5
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de la hebra codificante.

5. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 1, en la que la hebra codificante comprende 10
adicionalmente Z’ y en la que Z’ incluye opcionalmente un resto C3OH o un resto C3Pi.

6. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 5, en la que cada uno de Z y/o Z' incluye dos restos 
alquilo ligados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra anticodificante o la hebra codificante a través de un 
ligamiento fosfodiéster o fosforotioato y ligados covalentemente entre sí a través de un ligamiento fosfodiéster o 15
fosforotioato, y en la que opcionalmente Z' y/o Z' es C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH.

7. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 3, en la que x= y= 18 y N1-(N)x comprende 
ribonucleótidos modificados con 2'-O-metil-azúcar en las posiciones (5'>3') 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17.

20
8. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 4, en la que la hebra anticodificante comprende una 
o más pirimidinas y/o purinas modificadas con 2’-OMe-azúcar, un ribonucleótido 2'-5' en posición 5, 6, 7 u 8, y un
saliente nucleotídico o no nucleotídico 3’-terminal.

9. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 4, en la que la hebra codificante comprende 4 o 525
nucleótidos 2’-5’ consecutivos en las posiciones 3’-terminal o penúltima; un resto nucleotídico o no nucleotídico 
conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’.

10. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 4, en la que z’’ está presente y comprende un resto 
de caperuza conectado covalente con el extremo 5’ de la hebra codificante, en la que el resto de caperuza se 30
selecciona opcionalmente del grupo consistente en un resto de ribosa abásico, un resto de ribosa abásico invertido, 
un resto de desoxirribosa abásico invertido, un resto de desoxirribosa abásico y modificaciones de los mismos; C6-
imino-Pi; un nucleótido espejo; 5'-OMe-nucleótido; 4',5'-metilenonucleótido; 1-(-D-eritrofuranosil)nucleótido; 4'-
tionucleótido, nucleótido carbocíclico; fosfato de 5'-aminoalquilo; fosfato de 1,3-diamino-2-propilo, fosfato de 3-
aminopropilo, fosfato de 6-aminohexilo; fosfato de 12-aminododecilo; fosfato de hidroxipropilo, 1,5-35
anhidrohexitolnucleótido; -nucleótido; treopentofuranosilnucleótido; 3',4'-seconucleótido acíclico; 3,4-
dihidroxibutilnucleótido; 3,5-dihidroxipentilnucleótido, resto abásico invertido 5'-5'; fosfato de 1,4-butanodiol; 5'-amino
y restos metilfosfonato y 5’-mercapto de puente y no de puente.

11. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 1, en la que la hebra anticodificante es la SEQ ID 40
NO: 127 e incluye ribonucleótidos modificados con 2'OMe-azúcar, un ribonucleótido 2'-5' en al menos una de las 
posiciones 1, 5, 6 o 7 y un resto no nucleotídico 3’-terminal conectado covalentemente con el extremo 3’, y la hebra 
codificante es la SEQ ID NO: 60 e incluye al menos un ribonucleótido 2'-5' o ribonucleótido modificado con 2'OMe, 
un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’.45

12. La molécula de ácido nucleico bicatenaria del apartado 4, en la que la hebra anticodificante comprende 
ribonucleótidos modificados con 2'-O-metil-azúcar en las posiciones (5'>3') 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19, un 
ribonucleótido 2'5' en posición (5'>3') 7 y un resto no nucleotídico C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el
extremo 3’, y en la que la hebra codificante comprende 5 ribonucleótidos 2’5’ consecutivos en las posiciones 3’-50
terminales (5'>3') 15, 16, 17, 18 y 19, un resto no nucleotídico C3Pi conectado covalentemente con el extremo 3’ y 
un resto de caperuza desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

13. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de cualquiera de los apartados 1-12 para uso en el tratamiento 
de un individuo que padece una enfermedad asociada a hsp47, en la que dicha enfermedad comprende 55
opcionalmente fibrosis.

14. Una composición que comprende la molécula de ácido nucleico bicatenaria de cualquiera de los apartados 
1-12 y un portador farmacéuticamente aceptable. 

60
SUMARIO DE LA INVENCIÓN

Se proporcionan en la presente memoria composiciones, procedimientos y kits para modular la expresión de genes 
diana. En diversos aspectos y realizaciones, las composiciones, procedimientos y kits proporcionados en la presente 
memoria modulan la expresión de la proteína de choque térmico 47 (hsp47), también conocida como SERPINH1.65
Las composiciones, procedimientos y kits pueden implicar el uso de moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, ácido 
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nucleico interferente corto (ANic), ARN interferente corto (ARNic), ARN bicatenario (ARNbc), microARN (miRNA) o
ARN de horquilla corto (ARNhc)) que se unen a una secuencia nucleotídica (tal como una secuencia de ARNm) que 
codifica hsp47, por ejemplo la secuencia de codificación por ARNm de hsp47 humana ejemplificada por la SEQ ID 
NO: 1. En ciertas realizaciones preferidas, las composiciones, procedimientos y kits dados a conocer en la presente 
memoria inhiben la expresión de hsp47. Por ejemplo, se proporcionan moléculas de ANic (p.ej., moléculas de ANbc 5
de longitud de RISC o moléculas de ANbc de longitud de Dicer) que reducen o inhiben la expresión de hsp47. Se 
proporcionan también composiciones, procedimientos y kits para tratar y/o prevenir enfermedades, afecciones o 
trastornos asociados a hsp47, tales como fibrosis quística, cirrosis, fibrosis pulmonar incluyendo fibrosis de pulmón 
(incluyendo FPI), fibrosis renal resultante de cualquier afección (p.ej., ERC incluyendo ERET), fibrosis peritoneal, 
daño hepático crónico, fibrillogénesis, enfermedades fibróticas en otros órganos, cicatrización anormal (queloides) 10
asociada a todos los posibles tipos de lesión cutánea accidental y yatrogénica (por operaciones); escleroderma, 
cardiofibrosis, fracaso de operación de filtración de glaucoma y adhesiones intestinales.

En un aspecto, se proporcionan moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) en que (a) la molécula de 
ácido nucleico incluye una hebra codificante y una hebra anticodificante; (b) cada hebra de la molécula de ácido 15
nucleico es independientemente de 15 a 49 nucleótidos de longitud; (c) una secuencia de 15 a 49 nucleótidos de la 
hebra anticodificante es complementaria de un ARNm que codifica hsp47 humana (p.ej., SEQ ID NO: 1) y (d) una 
secuencia de 15 a 49 nucleótidos de la hebra codificante es complementaria de una secuencia de la hebra 
anticodificante e incluye una secuencia de 15 a 49 nucleótidos de un ARNm que codifica hsp47 humana (p.ej., SEQ 
ID NO: 1).20

En ciertas realizaciones, la secuencia de la hebra anticodificante que es complementaria de una secuencia de un 
ARNm que codifica hsp47 humana incluye una secuencia complementaria de una secuencia entre los nucleótidos 
600-800 o 801-899 o 900-1000 o 1001-1300 de SEQ ID NO: 1; o entre los nucleótidos 650-730 o 900-975 de SEQ 
ID NO: 1. En algunas realizaciones, la hebra anticodificante incluye una secuencia que es complementaria de una 25
secuencia de un ARNm que codifica hsp47 humana correspondiente a los nucleótidos 674-693 de SEQ ID NO: 1 o 
una porción de la misma; o a los nucleótidos 698-716 de SEQ ID NO: 1 o una porción de la misma; o a los 
nucleótidos 698-722 de SEQ ID NO: 1 o una porción de la misma; o a los nucleótidos 701-720 de SEQ ID NO: 1 o 
una porción de la misma; o a los nucleótidos 920-939 de SEQ ID NO: 1 o una porción de la misma; o a los 
nucleótidos 963-982 de SEQ ID NO: 1 o una porción de la misma; o a los nucleótidos 947-972 de SEQ ID NO: 1 o 30
una porción de la misma; o a los nucleótidos 948-966 de SEQ ID NO: 1 o una porción de la misma; o a los 
nucleótidos 945-969 de SEQ ID NO: 1 o una porción del a misma o a los nucleótidos 945-963 de SEQ ID NO: 1 o 
una porción de la misma.

En ciertas realizaciones, la hebra anticodificante de la molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) 35
como se da a conocer en la presente memoria incluye una secuencia correspondiente a la SEQ ID NO: 4 o una 
porción de la misma; o la SEQ ID NO: 6 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 8 o una porción de la misma; o 
la SEQ ID NO: 10 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 12 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 14 o 
una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 16 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 18 o una porción de la 
misma; o la SEQ ID NO: 20 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 22 o una porción de la misma; o la SEQ ID 40
NO: 24 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 26 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 28 o una 
porción de la misma; o la SEQ ID NO: 30 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 32 o una porción de la misma; 
o la SEQ ID NO: 34 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 36 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 38 
o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 40 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 42 o una porción de la 
misma; o la SEQ ID NO: 44 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 46 o una porción de la misma; o la SEQ ID 45
NO: 48 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 50 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 52 o una 
porción de la misma; o la SEQ ID NO: 54 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 56 o una porción de la misma; 
o la SEQ ID NO: 58 o una porción de la misma. En ciertas realizaciones, la hebra codificante de una molécula de 
ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se da a conocer en la presente memoria incluye una secuencia 
correspondiente a la SEQ ID NO: 3 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 5 o una porción de la misma; o la50
SEQ ID NO: 7 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 9 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 11 o una 
porción de la misma; o la SEQ ID NO: 13 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 15 o una porción de la misma; 
o la SEQ ID NO: 17 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 19 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 21 
o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 23 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 25 o una porción de la 
misma; o la SEQ ID NO: 27 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 29 o una porción de la misma; o la SEQ ID 55
NO: 31 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 33 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 35 o una 
porción de la misma; o la SEQ ID NO: 37 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 39 o una porción de la misma; 
o la SEQ ID NO: 41 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 43 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 45 
o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 47 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 49 o una porción de la 
misma; o la SEQ ID NO: 51 o una porción de la misma; o la SEQ ID NO: 53 o una porción de la misma; o la SEQ ID 60
NO: 55 o una porción de la misma o la SEQ ID NO: 57 o una porción de la misma.

En ciertas realizaciones preferidas, la hebra anticodificante de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula 
de ANic) como se da a conocer en la presente memoria incluye una secuencia correspondiente a una cualquiera de 
las secuencias anticodificantes mostradas en la Tabla A-19. En ciertas realizaciones preferidas, la hebra 65
anticodificante y la hebra se seleccionan de los pares de secuencias mostrados en la Tabla A-19. En algunas 
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realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 y SERPINH1_88. En algunas 
realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220), SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221), SERPINH1_30 (SEQ ID NO: 199 y
224) y SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).5

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una 
molécula de ANic) como se da a conocer en la presente memoria incluyen los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220). En algunas realizaciones de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una 
molécula de ANic) como se da a conocer en la presente memoria, se incluyen las hebras anticodificante y 10
codificante de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221). En algunas 
realizaciones, las hebras anticodificante y codificante de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de 
ANic) como se da a conocer en la presente memoria incluyen los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_30 
(SEQ ID NO: 199 y 224). En algunas realizaciones de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) 
como se da a conocer en la presente memoria, se incluyen las hebras anticodificante y codificante de los pares de 15
secuencia expuestos en SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).

En ciertas realizaciones, la hebra anticodificante de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) 
como se da a conocer en la presente memoria incluye una secuencia correspondiente a una cualquiera de las 
secuencias anticodificantes mostradas en una cualquiera de las Tablas B o C.20

En ciertas realizaciones preferidas, la hebra anticodificante de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula 
de ANic) como se da a conocer en la presente memoria incluye una secuencia correspondiente a una cualquiera de 
las secuencias anticodificantes mostradas en la Tabla A-18. En ciertas realizaciones preferidas, la hebra 
anticodificante y la hebra se seleccionan de los pares de secuencias mostrados en la Tabla A-18. En algunas 25
realizaciones de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se da a conocer en la presente 
memoria, se incluyen las hebras anticodificante y codificante seleccionadas de los pares de secuencias expuestos 
en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y
135), SERPINH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136), SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 164), SERPINH1_45a (SEQ ID NO:
98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168), SERPINH1_52 (SEQ ID NO: 102 y 169) o SERPINH1_86 (SEQ 30
ID NO: 123 y 190). En algunas realizaciones preferidas, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de 
los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130). 
SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165) y SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168).

En algunas realizaciones preferidas de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se da a 35
conocer en la presente memoria, se incluyen las hebras anticodificante y codificante seleccionadas de los pares de 
secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante 
y codificante incluyen los pares de secuencia expuestos en SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130). En algunas 
realizaciones de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se da a conocer en la presente 
memoria, se incluyen las hebras anticodificante y codificante de los pares de secuencias expuestos en40
SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y 135). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los 
pares de secuencias expuestos en SERPINH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136). En algunas realizaciones, las hebras 
anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 164). En 
algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los 45
pares de secuencias expuestos en SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168).

En ciertas realizaciones, la hebra anticodificante de una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic)
como se da a conocer en la presente memoria incluye una secuencia correspondiente a una cualquiera de las 
secuencias anticodificantes mostradas en una cualquiera de las Tablas D o E.50

En diversas realizaciones de moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se da a conocer en la 
presente memoria, la hebra anticodificante puede ser de 15 a 49 nucleótidos de longitud (p.ej., 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 
nucleótidos de longitud); o de 17-35 nucleótidos de longitud; o de 17-30 nucleótidos de longitud; o de 15-25 55
nucleótidos de longitud; o de 18-25 nucleótidos de longitud; o de 18-23 nucleótidos de longitud; o de 19-21 
nucleótidos de longitud; o de 25-30 nucleótidos de longitud; o de 26-28 nucleótidos de longitud. En algunas 
realizaciones de moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se da a conocer en la presente 
memoria, la hebra anticodificante puede ser de 19 nucleótidos de longitud. De forma similar, la hebra codificante de 
moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se da a conocer en la presente memoria puede ser de 60
15 a 49 nucleótidos de longitud (p.ej., 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 nucleótidos de longitud); o de 17-35 nucleótidos de longitud; o
de 17-30 nucleótidos de longitud; o de 15-25 nucleótidos de longitud; o de 18-25 nucleótidos de longitud; o de 18-23 
nucleótidos de longitud; o de 19-21 nucleótidos de longitud; o de 25-30 nucleótidos de longitud; o de 26-28 
nucleótidos de longitud. En algunas realizaciones de moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se 65
da a conocer en la presente memoria, la hebra codificante puede ser de 19 nucleótidos de longitud. En algunas 
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realizaciones de moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se da a conocer en la presente 
memoria, la hebra anticodificante y la hebra codificante pueden ser de 19 nucleótidos de longitud. La región de 
dúplex de las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se da a conocer en la presente memoria 
puede ser de 15-49 nucleótidos de longitud (p.ej., aproximadamente 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 nucleótidos de longitud), 15-35 5
nucleótidos de longitud; o 15-30 nucleótidos de longitud; o de aproximadamente 15-25 nucleótidos de longitud; o 17-
25 nucleótidos de longitud; o 17-23 nucleótidos de longitud; o 17-21 nucleótidos de longitud; o 25-30 nucleótidos de 
longitud o 25-28 nucleótidos de longitud. En diversas realizaciones de moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas 
de ANic) como se da a conocer en la presente memoria, la región de dúplex puede ser 19 nucleótidos de longitud.

10
En ciertas realizaciones, las hebras codificante y anticodificante de un ácido nucleico (p.ej., una molécula de ácido 
nucleico de ANic) como se proporciona en la presente memoria son hebras polinucleotídicas separadas. En algunas 
realizaciones, las hebras anticodificante y codificante separadas forman una estructura bicatenaria mediante enlace 
de hidrógeno, por ejemplo apareamiento de bases de Watson-Crick. En algunas realizaciones, las hebras codificante 
y anticodificante son dos hebras separadas que se ligan covalentemente entre sí. En otras realizaciones, las hebras 15
codificante y anticodificante son parte de una sola hebra polinucleotídica que tiene tanto una región codificante como 
anticodificante; en algunas realizaciones preferidas, la hebra polinucleotídica tiene estructura de horquilla.

En ciertas realizaciones, la molécula de ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) es una molécula de ácido nucleico 
bicatenaria (ANbc) que es simétrica con respecto a los salientes y tiene un extremo romo en ambos extremos. En 20
otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) es una molécula de ANbc que es 
simétrica con respecto a los salientes y tiene un saliente en ambos extremos de la molécula de ANbc; 
preferiblemente la molécula tiene salientes de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucleótidos; preferiblemente la molécula tiene 
salientes de 2 nucleótidos. En algunas realizaciones, los salientes son salientes 5′; en realizaciones alternativas, los 
salientes son salientes 3’. En ciertas realizaciones, los nucleótidos del saliente se modifican con modificaciones 25
como se dan a conocer en la presente memoria. En algunas realizaciones, los nucleótidos de saliente son 2′-
desoxinucleótidos.

En ciertas realizaciones preferidas, la molécula de ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) es una molécula de ANbc 
que es asimétrica con respecto a los salientes y tiene un extremo romo en un extremo de la molécula y un saliente 30
en el otro extremo de la molécula. En ciertas realizaciones, el saliente es de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucleótidos; 
preferiblemente el saliente es de 2 nucleótidos. En algunas realizaciones preferidas, una molécula de ANbc 
asimétrica tiene un saliente 3′ (por ejemplo, un saliente 3’ de 2 nucleótidos) en un lado de un dúplex que aparece en 
la hebra codificante y un extremo romo en el otro lado de la molécula. En algunas realizaciones preferidas, la 
molécula de ANbc asimétrica tiene un saliente 5’ (por ejemplo, un saliente 5’ de 2 nucleótidos) en un lado de un 35
dúplex que aparece en la hebra codificante y un extremo romo en el otro lado de la molécula. En otras realizaciones 
preferidas, una molécula de ADNbc asimétrica tiene un saliente 3’ (por ejemplo, un saliente 3’ de 2 nucleótidos) en 
un lado de un dúplex que aparece en la hebra anticodificante y un extremo romo en el otro lado de la molécula. En 
algunas realizaciones preferidas, una molécula de ADNbc asimétrica tiene un saliente 5’ (por ejemplo, un saliente 5’ 
de 2 nucleótidos) en un lado de un dúplex que aparece en la hebra anticodificante y un extremo romo en el otro lado40
de la molécula. En ciertas realizaciones preferidas, los salientes son 2’-desoxinucleótidos.

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) tiene una estructura de horquilla 
(que tiene la hebra codificante y hebra anticodificante en un polinucleótido) con una estructura de bucle en un 
extremo y un extremo romo en el otro extremo. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico tiene una 45
estructura de horquilla con una estructura de bucle en un extremo y un extremo saliente en el otro extremo (por 
ejemplo, un saliente de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucleótidos); en ciertas realizaciones, el saliente es un saliente 3’; en 
ciertas realizaciones, el saliente es un saliente 5′; en ciertas realizaciones, el saliente está en la hebra codificante; en 
ciertas realizaciones, el saliente está en la hebra anticodificante. 

50
En algunas realizaciones preferidas, la molécula de ácido nucleico se selecciona de las moléculas de ácido nucleico 
mostradas en la Tabla I.

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) dadas a conocer en la presente memoria pueden incluir 
una o más modificaciones o nucleótidos modificados tales como se describen en la presente memoria. Por ejemplo, 55
una molécula de ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) como se proporciona en la presente memoria puede incluir 
un nucleótido modificado que tiene un azúcar modificado; un nucleótido modificado que tiene una nucleobase 
modificada o un nucleótido modificado que tiene un grupo fosfato modificado. De forma similar, una molécula de 
ácido nucleico (p.ej., molécula de ANic) como se proporciona en la presente memoria puede incluir un esqueleto de 
fosfodiéster modificado y/o puede incluir un grupo fosfato terminal modificado.60

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se proporcionan pueden tener uno o más 
nucleótidos que incluyen un resto de azúcar modificado, por ejemplo como se describe en la presente memoria. En 
algunas realizaciones preferidas, el resto de azúcar modificado se selecciona del grupo consistente en 2′-O-metilo, 
2′-metoxietoxilo, 2′-desoxilo, 2′-fluoro, 2′-alilo, 2′-O-[2-(metilamino)-2-oxoetilo], 4′-tio, puente 4′-(CH2)2-O-2′, ácido 65
nucleico 2′-bloqueado y 2′-O-(N-metilcarbamato).
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Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se proporcionan pueden tener una o más 
nucleobases modificadas, por ejemplo como se describe en la presente memoria, que pueden ser preferiblemente 
una seleccionada del grupo consistente en xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, derivados de 6-metilo y otros 
alquílicos de adenina y guanina, derivados de 2-propilo y otros alquílicos de adenina y guanina, 5-halogenouracilo y -5
citosina, 5-propiniluracilo y -citosina, 6-azouracilo, -citosina y -timina, 5-uracilo (seudouracilo), 4-tiouracilo, 8-
halogeno-, -amino-, -tiol-, -tioalquil-, -hidroxil- y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas, 5-trifluorometil- y otros 
uracilos y citosinas 5-sustituidos, 7-metilguanina y aciclonucleótidos.

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se proporcionan pueden tener una o más 10
modificaciones del esqueleto fosfodiéster, por ejemplo como se describe en la presente memoria. En algunas 
realizaciones preferidas, el enlace fosfodiéster se modifica sustituyendo el enlace fosfodiéster por un fosforotioato, 
3′-(o -5′)-desoxi-3′-(o -5′)-tiofosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniatos, 3′-(o -5′)-desoxifosfinatos, boranofosfatos, 
3′-(o -5′)-desoxi-3′-(o -5′-)aminofosforamidatos, hidrogenofosfonatos, ésteres de boranofosfato, fosforamidatos, 
alquil- o arilfosfonatos y fosfotriéster o ligamientos de fósforo.15

En diversas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico proporcionadas (p.ej., moléculas de ANic) pueden incluir 
una o más modificaciones en la hebra codificante pero no en la hebra anticodificante. En algunas realizaciones, las 
moléculas de ácido nucleico proporcionadas (p.ej., moléculas de ANic) incluyen una o más modificaciones en la 
hebra anticodificante pero no en la hebra codificante. En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico 20
proporcionadas (p.ej., moléculas de ANic) incluyen una o más modificaciones tanto en la hebra codificante como la 
hebra no codificante. 

En algunas realizaciones en que las moléculas de ácido nucleico proporcionadas (p.ej., moléculas de ANic) tienen 
modificaciones, la hebra codificante incluye un patrón de nucleótidos modificados y no modificados alternados y/o la 25
hebra anticodificante incluye un patrón de nucleótidos modificados y no modificados alternados; en algunas 
versiones preferidas de dichas realizaciones, la modificación es un resto de 2′-O-metil- (2′-metoxi-o 2′OMe)-azúcar.
El patrón de nucleótidos modificados y no modificados alternados puede empezar con un nucleótido modificado en 
el extremo 5’ o el extremo 3’ de una de las hebras; por ejemplo el patrón de nucleótidos modificados y no 
modificados alternados puede empezar con un nucleótido modificado en el extremo 5 o extremo 3’ de la hebra 30
codificante y/o el patrón de nucleótidos modificados y no modificados alternados puede empezar con un nucleótido 
modificado en el extremo 5’ o el extremo 3’ de la hebra anticodificante. Cuando las dos hebras anticodificante y 
codificante incluyen un patrón de nucleótidos modificados alternados, el patrón de nucleótidos modificados puede 
configurarse de tal modo que los nucleótidos modificados en la hebra codificante estén enfrente de los nucleótidos 
modificados en la hebra anticodificante, o puede haber un desplazamiento de fase en el patrón de tal modo que los 35
nucleótidos modificados de la hebra codificante estén enfrente de los nucleótidos no modificados en la hebra 
anticodificante y viceversa. 

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se proporcionan en la presente memoria pueden 
incluir 1-3 (concretamente 1, 2 o 3) desoxinucleótidos en el extremo 3’ de la hebra codificante y/o anticodificante.40

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se proporcionan en la presente memoria pueden 
incluir un grupo fosfato en el extremo 5’ de la hebra codificante y/o anticodificante. 
En un aspecto, se proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias que tienen la estructura (A1): 
(A1) 5′ (N)x-Z 3′ (hebra anticodificante) 45

3′ Z′-(N′)y-z‘’ 5′ (hebra codificante) 
en la que cada uno de N y N’ es un nucleótido que puede estar no modificado o modificado, o un resto no 
convencional;
en la que cada uno de (N)x y (N′)y es un oligonucleótido en que cada N o N’ consecutivo está unido al siguiente N o 
N’ por un enlace covalente;50
en la que cada Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente incluye 
independientemente 1-5 nucleótidos o restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; 
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de (N′)y; 55
en la que cada uno de x e y es independientemente un entero entre 18 y 40;
en la que la secuencia de (N′)y tiene complementariedad con la secuencia de (N)x; y en la que (N)x incluye una 
secuencia anticodificante de SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, (N)x incluye un oligonucleótido anticodificante 
presente en la Tabla A-19. En otras realizaciones, (N)x se selecciona de un oligonucleótido anticodificante presente 
en las Tablas B o C. 60

En algunas realizaciones, el enlace covalente que une cada N o N’ consecutivo es un enlace fosfodiéster.

En algunas realizaciones, x= y cada uno de x e y es 19, 20, 21, 22 o 23. En diversas realizaciones, x= y= 19.
65
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En algunas realizaciones de moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se da a conocer en la 
presente memoria, la molécula de ácido nucleico bicatenaria es un ARNic, ANic o miARN.

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220), SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221), SERPINH1_30 (SEQ 5
ID NO: 199 y 224) y SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los 
pares de secuencias expuestos en SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221). En algunas realizaciones, las hebras 10
anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_30 (SEQ ID NO: 199 y 224). En 
algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_58 (SEQ ID NO: 208 y 233).

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico bicatenarias comprenden un resto de ADN o un 15
desapareamiento con la diana en posición 1 de la hebra anticodificante (extremo 5’). Dicha estructura se describe en 
la presente memoria. Según una realización, se proporcionan moléculas de ácido nucleico modificadas que tienen la 
estructura (A2) expuesta a continuación:
(A2) 5′ N1-(N)x-Z 3′ (hebra anticodificante)

3′ Z′-N2-(N′)y-z″ 5′ (hebra codificante)20
en la que cada uno de N2, N y N′ es un ribonucleótido no modificado o modificado o un resto no convencional; 
en la que cada uno de (N)x y (N′)y es un oligonucleótido en que cada N o N′ consecutivo está unido al N o N’ 
adyacente por un enlace covalente; 
en la que cada uno de x e y es independientemente un entero entre 17 y 39; 
en la que la secuencia de (N′)y tiene complementariedad con la secuencia de (N)x y (N)x tiene complementariedad 25
con una secuencia consecutiva en un ARN diana; 
en la que N1 está unido covalentemente a (N)x y está desapareado con el ARN diana o es un resto de ADN 
complementario del ARN diana;
en la que N1 es un resto seleccionado del grupo consistente en uridina, desoxirribouridina, ribotimidina, 
desoxirribotimidina, adenosina o desoxiadenosina naturales o modificadas; 30
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y; y 
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero sin está presente es 
independientemente 1-5 nucleótidos consecutivos, restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los 
mismos conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente. 35

En algunas realizaciones, la secuencia de (N′)y es totalmente complementaria de la secuencia de (N)x. En diversas 
realizaciones, la secuencia de N

2
-(N′)y es complementaria de la secuencia de N

1
-(N)x. En algunas realizaciones, 

(N)x comprende una anticodificante que es totalmente complementaria de aproximadamente 17 a aproximadamente 
39 nucleótidos consecutivos en un ARN diana. En otras realizaciones, (N)x comprende una anticodificante que es 40
sustancialmente complementaria de aproximadamente 17 a aproximadamente 39 nucleótidos consecutivos en un 
ARN diana.

En algunas realizaciones, N1 y N2 forman un par de bases de Watson-Crick. En algunas realizaciones, N1 y N2 forman 
un par de bases no de Watson-Crick. En algunas realizaciones, el par de bases se forma entre un ribonucleótido y 45
un desoxirribonucleótido.

En algunas realizaciones, x= y= 18, x= y= 19 o x= y= 20. En realizaciones preferidas, x= y= 18. Cuando x= 18 en N1-
(N)x, N

1 
hace referencia a la posición 1 y las posiciones 2-19 están incluidas en (N)18. Cuando y= 18 en N

2
-(N′)y, N

2 

hace referencia a la posición 19 y las posiciones 1-18 están incluidas en (N′)18.50

En algunas realizaciones, N1 está unido covalentemente a (N)x y está desapareado con el ARN diana. En diversas 
realizaciones, N1 está unido covalentemente a (N)x y es un resto de ADN complementario del ARN diana.

En algunas realizaciones, se sustituye una uridina en posición 1 de la hebra anticodificante por un N1 seleccionado 55
de adenosina, desoxiadenosina, desoxiuridina (dU), ribotimidina o desoxitimidina. En diversas realizaciones, N1 se 
selecciona de adenosina, desoxiadenosina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, se sustituye una guanosina en posición 1 de la hebra anticodificante por un N1 

seleccionado de adenosina, desoxiadenosina, uridina, desoxiuridina, ribotimidina o desoxitimidina. En diversas 60
realizaciones, N1 se selecciona de adenosina, desoxiadenosina, uridina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, se sustituye una citidina en posición 1 de la hebra anticodificante por un N1 seleccionado 
de adenosina, desoxiadenosina, uridina, desoxiuridina, ribotimidina o desoxitimidina. En diversas realizaciones, N1 

se selecciona de adenosina, desoxiadenosina, uridina o desoxiuridina.65
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En algunas realizaciones, se sustituye una adenosina en posición 1 de la hebra anticodificante por un N1 

seleccionado de desoxiadenosina, desoxiuridina, ribotimidina o desoxitimidina. En diversas realizaciones, N1 se 
selecciona de desoxiadenosina o desoxiuridina.

En algunas realizaciones, N1 y N2 forman un par de bases entre uridina o desoxiuridina y adenosina o 5
desoxiadenosina. En otras realizaciones, N1 y N2 forman un par de bases entre desoxiuridina y adenosina.

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria es un ARNic, ANic o miARN. Se hace también 
referencia en la presente memoria a las moléculas de ácido nucleico bicatenarias como se proporcionan en la 
presente memoria como “dúplex”.10

En algunas realizaciones, (N)x incluye un oligonucleótido anticodificante presente en la Tabla A-18. En algunas 
realizaciones, x= y= 18 y N1-(N)x incluye un oligonucleótido anticodificante presente en la Tabla A-18. En algunas 
realizaciones, x= y= 19 o x= y= 20. En ciertas realizaciones preferidas, x= y= 18. En algunas realizaciones, x= y-18 y 
las secuencias de N1-(N)x y N2-(N′)y se seleccionan del par de oligonucleótidos expuesto en la Tabla A-18. En 15
algunas realizaciones, x= y-18 y las secuencias de N1-(N)x y N2-(N′)y se seleccionan del par de oligonucleótidos 
expuestos en las Tablas D y E. En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de 
los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), 
SERPINH1_11 (SEQ ID NO: 68 y 135), SERPINH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136), SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 
164), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168), SERPINH1_51a (SEQ ID 20
NO: 105 y 172), SERPINH1_52 (SEQ ID NO: 102 y 169) o SERPINH1_86 (SEQ ID NO: 123 y 190). En algunas 
realizaciones preferidas, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), SERPINH1_45a (SEQ ID 
NO: 98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168) y SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105 y 172).

25
En algunas realizaciones preferidas, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de 
secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante 
y codificante son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130). En algunas 
realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_11 
(SEQ ID NO: 68 y 135). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de 30
secuencias expuestos en SERPINH1_13 (SEQ ID NO: 69 y 136). En algunas realizaciones, las hebras 
anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_45 (SEQ ID NO: 97 y 164). En 
algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los 
pares de secuencias expuestos en SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 168). En algunas realizaciones, las hebras 35
anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105 y 172). En 
algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los pares de secuencias expuestos en
SERPINH1_52 (SEQ ID NO: 102 y 169). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante son los 
pares de secuencias expuestos en (SEQ ID NO: 123 y 190). En algunas realizaciones preferidas, las hebras 
anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 6040
y 127), SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO:
101 y 168) y SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105 y 172).

En algunas realizaciones, N1 y N2 forman un par de bases de Watson-Crick. En otras realizaciones, N1 y N2 forman 
un par de bases no de Watson-Crick. En algunas realizaciones, N1 es una riboadenosina modificada o una 45
ribouridina modificada.

En algunas realizaciones, N1 y N2 forman un par de bases de Watson-Crick. En otras realizaciones, N1 y N2 forman 
un par de bases no de Watson-Crick. En ciertas realizaciones, N

1
se selecciona del grupo consistente en

riboadenosina, riboadenosina modificada, desoxirriboadenosina y desoxirriboadenosina modificada. En otras 50
realizaciones, N

1
se selecciona del grupo consistente en ribouridina, desoxirribouridina, ribouridina modificada y 

desoxirribouridina modificada.

En ciertas realizaciones, la posición 1 de la hebra anticodificante (extremo 5′) incluye desoxirribouridina (dU) o 
adenosina. En algunas realizaciones, N1 se selecciona del grupo consistente en riboadenosina, riboadenosina55
modificada, desoxirriboadenosina, desoxirriboadenosina modificada y N2 se selecciona del grupo consistente en
ribouridina, desoxirribouridina, ribouridina modificada y desoxirribouridina modificada. En ciertas realizaciones, N1 se 
selecciona del grupo consistente en riboadenosina y riboadenosina modificada y N2 se selecciona del grupo 
consistente en ribouridina y ribouridina modificada.

60
En ciertas realizaciones, N1 se selecciona del grupo consistente en ribouridina, desoxirribouridina, ribouridina 
modificada y desoxirribouridina modificada y N2 se selecciona del grupo consistente en riboadenosina, riboadenosina 
modificada, desoxirriboadenosina y desoxirriboadenosina modificada. En ciertas realizaciones, N1 se selecciona del 
grupo consistente en ribouridina y desoxirribouridina y N2 se selecciona del grupo consistente en riboadenosina y 
riboadenosina modificada. En ciertas realizaciones, N1 es ribouridina y N2 es riboadenosina. En ciertas realizaciones, 65
N1 es desoxirribouridina y N2 es riboadenosina.
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En algunas realizaciones de la estructura (A2), N1 incluye ribouracilo modificado con 2′OMe-azúcar o riboadenosina 
modificada con 2′OMe-azúcar. En ciertas realizaciones de la estructura (A), N2 incluye un ribonucleótido o 
desoxirribonucleótido modificado con 2′OMe-azúcar.

5
En algunas realizaciones de la estructura (A2), N1 incluye ribouracilo modificado con 2′OMe-azúcar o ribocitosina 
modificada con 2′OMe-azúcar. En ciertas realizaciones de la estructura (A), N2 incluye un ribonucleótido modificado 
con 2′OMe-azúcar.

En algunas realizaciones, cada uno de N y N′ es un nucleótido no modificado. En algunas realizaciones, al menos 10
uno de N o N′ incluye un nucleótido químicamente modificado o un resto no convencional. En algunas realizaciones, 
el resto no convencional se selecciona de un nucleótido espejo, un resto de ribosa abásico y un resto de 
desoxirribosa abásico. En algunas realizaciones, el resto no convencional es un nucleótido espejo, preferiblemente 
un resto de L-ADN. En algunas realizaciones, al menos uno de N o N′ incluye un ribonucleótido modificado con 
2′OMe-azúcar.15

En algunas realizaciones, la secuencia de (N′)y es totalmente complementaria de la secuencia de (N)x. En otras 
realizaciones, la secuencia de (N′)y es sustancialmente complementaria de la secuencia de (N)x.

En algunas realizaciones, (N)x incluye una secuencia anticodificante que es totalmente complementaria de 20
aproximadamente 17 a aproximadamente 39 nucleótidos consecutivos en un ARNm diana. En otras realizaciones, 
(N)x incluye una anticodificante que es sustancialmente complementaria de aproximadamente 17 a 
aproximadamente 39 nucleótidos consecutivos en el ARNm diana.

En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, el compuesto tiene extremos romos, por ejemplo en 25
la que ambos Z y Z′ están ausentes. En una realización alternativa, está presente al menos uno de Z o Z’. Z y Z′ 
incluyen independientemente uno o más nucleótidos ligados covalentemente modificados y/o no modificados, 
incluyendo desoxirribonucleótidos y ribonucleótidos, o un resto no convencional, por ejemplo un resto de 
desoxirribosa abásico invertido o un resto de ribosa abásico; un resto C3, C4 o C5 no nucleotídico, un resto 6-amino,
un nucleótido espejo y similares. En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z′ incluye independientemente un resto 30
C3 o un resto amino-C6. En algunas realizaciones, Z′ está ausente y Z está presente e incluye un resto C3 no 
nucleotídico. En algunas realizaciones, Z está ausente y Z’ está presente e incluye un resto C3 no nucleotídico.

En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, cada N consiste en un ribonucleótido no modificado. 
En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, cada N’ consiste en un nucleótido no modificado. En 35
realizaciones preferidas, al menos uno de N y N’ es un ribonucleótido modificado o un resto no convencional.

En otras realizaciones, el compuesto de la estructura A1 o la estructura A2 incluye al menos un ribonucleótido 
modificado en el residuo de azúcar. En algunas realizaciones, el compuesto incluye una modificación en la posición 
2’ del residuo de azúcar. En algunas realizaciones, la modificación en la posición 2’ incluye la presencia de un resto 40
amino, fluoro, alcoxilo o alquilo. En ciertas realizaciones, la modificación en 2’ incluye un resto alcoxilo. En 
realizaciones preferidas, el resto alcoxilo es un resto metoxilo (también conocido como 2′-O-metilo; 2′OMe; 2′-OCH3). 
En algunas realizaciones, el compuesto de ácido nucleico incluye ribonucleótidos alternados modificados con 
2′OMe-azúcar en una o ambas de las hebras anticodificante y codificante. En otras realizaciones, el compuesto 
incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en la hebra anticodificante, (N)x o N1-(N)x, solo. En ciertas 45
realizaciones, el ribonucleótido intermedio de la hebra anticodificante, p.ej. el ribonucleótido en posición 10 en un 
oligómero de 19 unidades, no está modificado. En diversas realizaciones, el compuesto de ácido nucleico incluye al 
menos 5 ribonucleótidos alternados modificados con 2’OMe y no modificados. En realizaciones adicionales, el 
compuesto de la estructura A1 o la estructura A2 incluye ribonucleótidos modificados en posiciones alternadas en 
las que cada ribonucleótido en los extremos 5′ y 3′ de (N)x o N1-(N)x está modificado en sus residuos de azúcar y 50
cada ribonucleótido en los extremos 5’ y 3 de (N′)y o N

2
-(N)y está no modificado en los residuos de azúcar.

En algunas realizaciones, la molécula bicatenaria incluye una o más de las siguientes modificaciones:
a) N en al menos una de las posiciones 5, 6, 7, 8 o 9 desde el extremo 5′ de la hebra anticodificante se 
selecciona de un nucleótido 2′-5′ o un nucleótido espejo;55
b) N′ en al menos una de las posiciones 9 o 10 desde el extremo 5’ de la hebra codificante se selecciona de 
un nucleótido 2′-5′ y una seudouridina; y 
c) N′ en 4, 5 o 6 posiciones consecutivas en las posiciones 3’-terminales de (N′)y comprende un nucleótido 2′-
5′.

60
En algunas realizaciones, la molécula bicatenaria incluye una combinación de las siguientes modificaciones: 
a) La hebra anticodificante incluye un nucleótido 2′-5′ o un nucleótido espejo en al menos una de las 
posiciones 5, 6, 7, 8 o 9 desde el extremo 5’; y
b) la hebra codificante incluye al menos uno de un nucleótido 2′-5′ y una seudouridina en las posiciones 9 o 10 
desde el extremo 5’.65
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En algunas realizaciones, la molécula bicatenaria incluye una combinación de las siguientes modificaciones:
a) la hebra anticodificante incluye un nucleótido 2′-5′ o un nucleótido espejo en al menos una de las posiciones 
5, 6, 7, 8 o 9 desde el extremo 5’; y 
c) la hebra codificante incluye 4, 5 o 6 nucleótidos 2′-5′ consecutivos en las posiciones 3’ penúltima o 3’ 
terminal.5

En algunas realizaciones, la hebra codificante [(N)x o N1-(N)x] incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9 ribonucleótidos 
modificados con 2′OMe-azúcar. En algunas realizaciones, la hebra anticodificante incluye ribonucleótidos 
modificados con 2′OMe en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19. En otras realizaciones, la hebra 
anticodificante incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19. En 10
otras realizaciones, la hebra anticodificante incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe en las posiciones 3, 5, 7, 
9, 11, 13, 15, 17 y 19. En algunas realizaciones, la hebra anticodificante incluye una o más pirimidinas modificadas 
con 2′OMe-azúcar. En algunas realizaciones, todos los nucleótidos de pirimidina en la hebra anticodificante están 
modificados con 2′OMe-azúcar. En algunas realizaciones, la hebra codificante incluye pirimidinas modificadas con 
2′OMe-azúcar.15

En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, ni la hebra codificante ni la hebra anticodificante 
están fosforiladas en los extremos 3’ y 5’. En otras realizaciones, una o ambas de la hebra codificante o la hebra 
anticodificante están fosforiladas en el extremo 3’.

20
En algunas realizaciones de la estructura A1 y la estructura A2, (N)y incluye al menos un resto no convencional 
seleccionado de un nucleótido espejo, un nucleótido 2′-5′ y un ATN. En algunas realizaciones, el resto no 
convencional es un nucleótido espejo. En diversas realizaciones, el nucleótido espejo se selecciona de un L-
ribonucleótido (L-ARN) y un L-desoxirribonucleótido (L-ADN). En realizaciones preferidas, el nucleótido espejo es L-
ADN. En ciertas realizaciones, la hebra codificante comprende un resto no convencional en la posición 9 o 10 (desde 25
el extremo 5’). En realizaciones preferidas, la hebra codificante incluye un resto no convencional en la posición 9 
(desde el extremo 5’). En algunas realizaciones, la hebra codificante es de 19 nucleótidos de longitud y comprende
4, 5 o 6 restos no convencionales consecutivos en las posiciones 15 (desde el extremo 5’). En algunas realizaciones, 
la hebra codificante incluye 4 ribonucleótidos 2′-5′ consecutivos en las posiciones 15, 16, 17 y 18. En algunas 
realizaciones, la hebra codificante incluye 5 ribonucleótidos 2′-5′ consecutivos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19. 30
En diversas realizaciones, la hebra codificante comprende adicionalmente Z’. En algunas realizaciones, Z’ incluye un 
resto C3OH o un resto C3Pi.

En algunas realizaciones de la estructura A1, (N′)e incluye al menos un resto L-ADN. En algunas realizaciones, x=
y= 19 y (N′)y consiste en ribonucleótidos no modificados en las posiciones 1-17 y 19 y un L-ADN en la penúltima 35
posición 3’ (posición 18). En otras realizaciones, x= y= 19 y (N′)y consiste en ribonucleótidos no modificados en las 
posiciones 1-16 y 19 y 2 L-ADN consecutivos en la penúltima posición 3’ (posiciones 17 y 18). En diversas 
realizaciones, el resto no convencional es un nucleótido unido a un nucleótido adyacente por un ligamiento fosfato 
internucleotídico 2′-5′. Según diversas realizaciones, (N′)y incluye 2, 3, 4, 5 o 6 ribonucleótidos consecutivos en el 
extremo 3’ ligados por ligamientos internucleotídicos 2′-5′. En una realización, 4 nucleótidos consecutivos en el 40
extremo 3’ de (N’)y están unidos por tres enlaces fosfodiéster 2′-5′, en los que uno o más de los nucleótidos 2′-5′ que 
forman los enlaces fosfodiéster 2′-5′ incluyen adicionalmente una modificación de 3′-O-metil(3′OMe)-azúcar. 
Preferiblemente, el nucleótido 3’ terminal de (N′)y incluye una modificación de 2′OMe-azúcar. En ciertas 
realizaciones, x= y= 19 y (N′)y incluye 2 o más nucleótidos consecutivos en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19 que 
incluyen un nucleótido unido a un nucleótido adyacente por un enlace internucleotídico 2′-5′ (nucleótido 2′-5′). En 45
diversas realizaciones, el nucleótido que forma el enlace internucleotídico 2′-5′ incluye un nucleótido de 3’-
desoxirribosa o un 3’-metoxinucleótido (3′-H o 3′-OMe en lugar de 3′ OH). En algunas realizaciones, x= y= 19 y (N′)y
incluye nucleótidos 2′-5′ en las posiciones 15, 16 y 17 de tal modo que los nucleótidos adyacentes están ligados por 
un enlace internucleotídico 2′-5′ entre las posiciones 15-16, 16-17 y 17-18; o en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19 de 
tal modo que los nucleótidos adyacentes están ligados por un enlace internucleotídico 2′-5′ entre las posiciones 15-50
16, 16-17, 17-18 y 18-19 y está disponible un 3′OH en el nucleótido 3’-terminal o en las posiciones 16, 17 y 18, de tal 
modo que los nucleótidos adyacentes están ligados por un enlace internucleotídico 2′-5′ entre las posiciones 16-17, 
17-18 y 18-19. En algunas realizaciones, x= y= 19 y (N′)y incluye nucleótidos 2′-5′ en las posiciones 16 y 17 o en las 
posiciones 17 y 18 o en las posiciones 15 y 17 de tal modo que lo nucleótidos adyacentes están ligados por un 
enlace internucleotídico 2′-5′ entre las posiciones 16-17 y 17-18 o entre las posiciones 17-18 y 18-19 o entre las 55
posiciones 15-16 y 17-18, respectivamente. En otras realizaciones, se sustituyen los ribonucleótidos de pirimidina 
(rU, rC) en (N′)y por nucleótidos unidos al nucleótido adyacente por un enlace internucleotídico 2′-5’. En algunas 
realizaciones, se seleccionan las hebras anticodificante y codificante de los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88, y x= y= 19 y (N′)y 
comprende 5 nucleótidos consecutivos en el extremo 3’ unidos por 4 ligamientos 2′-5′, específicamente los 60
ligamientos entre los nucleótidos en posición 15-16, 16-17, 17-18 y 18-19.

En algunas realizaciones, los ligamientos incluyen enlaces fosfodiéster. En algunas realizaciones, se seleccionan las 
hebras anticodificante y codificante de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_4, SERPINH1_12, 
SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88, x= y= 19 y (N′)y comprende 5 nucleótidos 65
consecutivos en el extremo 3’ unidos por 4 ligamientos 2′-5′ y opcionalmente además incluye Z′ y z′ 
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independientemente seleccionados de un resto abásico invertido y una caperuza de alquilo C3 [C3; 
mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol]. La caperuza de alquilo C3 se liga covalentemente al nucleótido 3′ o 5′ 
terminal. En algunas realizaciones, la caperuza C3 3’-terminal comprende adicionalmente un 3′-fosfato. En algunas 
realizaciones, la caperuza C3 3’-terminal comprende adicionalmente un grupo hidroxilo 3’-terminal.

5
En algunas realizaciones, se seleccionan las hebras anticodificante y codificante de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88 y x=
y= 19 y (N′)y incluye un L-ADN en posición 18; y (N′)y incluye opcionalmente además Z′ y z′ independientemente 
seleccionados de un resto abásico invertido y una caperuza de alquilo C3 [C3; mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-
propanodiol].10

En algunas realizaciones, (N′)y incluye un fosfato 3’-terminal. En algunas realizaciones, (N′)y incluye un hidroxilo 3’-
terminal.

En algunas realizaciones, se seleccionan las hebras anticodificante y codificante de los pares de secuencias 15
expuestos en SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, SERPINH1_30, SERPINH1_58 o SERPINH1_88 y x=
y= 19 y (N)x incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 
o en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17, 19. En algunas realizaciones, se seleccionan las hebras anticodificante 
y codificante de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, 
SERPINH1_30, SERPINH1_58 y SERPINH1_88 y x= y= 19 y (N)x incluye pirimidinas modificadas con 2′OMe-20
azúcar. En algunas realizaciones, todas las pirimidinas en (N)x incluyen la modificación de 2′OMe-azúcar.

En algunas realizaciones, se seleccionan las hebras anticodificante y codificante de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, 
SERPINH1_51, SERPINH51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18 y N2 es un resto de riboadenosina.25

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45. SERPINH1_45a, 
SERPINH1_51. SERPINH51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N2-(N′)y incluye 5 nucleótidos 
consecutivos en el extremo 3’ unidos por 4 ligamientos 2′-5′, específicamente los ligamientos entre los nucleótidos en 30
posición 15-16, 16-17, 17-18 y 18-19. En algunas realizaciones, los ligamientos incluyen enlaces fosfodiéster.

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, 
SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N2-(N′)y incluye 5 nucleótidos 35
consecutivos en el extremo 3’ unidos por 4 ligamientos 2′-5′ e incluye opcionalmente además Z′ y z′ 
independientemente seleccionados de un resto abásico invertido y una caperuza alquilo C3 [C3; 
mono(hidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol].

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 40
expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, 
SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N

2
-(N′)y incluye un L-ADN en 

posición 18 y (N′)y incluye opcionalmente además Z′ y z′ independientemente seleccionados de un resto abásico 
invertido y una caperuza alquilo C3 [C3; mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol].

45
En algunas realizaciones N2-(N′)y comprende un fosfato 3’-terminal. En algunas realizaciones, N2-(N′)y comprende 
un hidroxilo 3’-terminal.

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, 50
SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N

1
-(N)x incluye ribonucleótidos 

modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 o en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 
15, 17, 19 o en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 o en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17, 19. En algunas 
realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en 
SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51, 55
SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N1-(N)x incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las 
posiciones 11, 13, 15, 17 y 19 (desde el extremo 5’). En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y 
codificante se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, 
SERPINH1_13, SERPINH1_45. SERPINH1_45a, SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86
y x= y= 18, y N

1-
(N)x incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 60

15, 17, 19 o en las posiciones 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19. En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y 
codificante se seleccionan de los pares de secuencias expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, 
SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, SERPINH1_51, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N1-
(N)x incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17, 19.

65
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En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares de secuencias 
expuestos en SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_11, SERPINH1_13, SERPINH1_45, SERPINH1_45a, 
SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 o SERPINH1_86 y x= y= 18, y N1-(N)x incluye pirimidinas 
modificadas con 2′OMe-azúcar. En algunas realizaciones, todas las pirimidinas en (N)x incluyen la modificación de 
2′OMe-azúcar. En algunas realizaciones, la hebra anticodificante incluye adicionalmente un L-ADN o un nucleótido 5
2′-5′ en posición 5, 6 o 7 (5′>3′). En otras realizaciones, la hebra anticodificante incluye adicionalmente un 
ribonucleótido que genera un ligamiento internucleotídico 2′-5′ entre los ribonucleótidos en posiciones 5-6 o 6-7 
(5′>3′).

En realizaciones adicionales, N1-(N)x incluye adicionalmente Z, en la que Z incluye un saliente no nucleotídico. En 10
algunas realizaciones, el saliente no nucleotídico es C3-C3 [mono(dihidrogenofosfato) de 1,3-propanodiol]2.

En algunas realizaciones de la estructura A2, (N)y incluye al menos un resto L-ADN. En algunas realizaciones, x= y=
18 y (N′)y consiste en ribonucleótidos no modificados en las posiciones 1-16 y 18 y un L-ADN en la penúltima 
posición 3’ (posición 17). En otras realizaciones, x= y= 18 y (N′)y consiste en ribonucleótidos no modificados en las 15
posiciones 1-15 y 18 y 2 L-ADN consecutivos en la penúltima posición 3’ (posiciones 16 y 17). En diversas 
realizaciones, el resto no convencional es un nucleótido unido a un nucleótido adyacente por un ligamiento fosfato 
internucleotídico 2′-5′. Según diversas realizaciones, (N′)y incluye 2, 3, 4, 5 o 6 ribonucleótidos consecutivos en el 
extremo 3′ ligados por ligamientos internucleotídicos 2′-5′. En una realización, se unen 4 nucleótidos consecutivos en 
el extremo 3’ de (N′)y por 3 enlaces fosfodiéster 2′-5′, en la que uno o más de los nucleótidos 2′-5′ que forman los 20
enlaces fosfodiéster 2′-5′ incluyen adicionalmente una modificación de 3′-O-metil (3′OMe)-azúcar. Preferiblemente, el 
nucleótido 3’-terminal de (N′)y incluye una modificación de 2′OMe-azúcar. En ciertas realizaciones, x= y= 18 y en 
(N′)y 2 o más nucleótidos consecutivos en las posiciones 14, 15, 16, 17 y 18 incluyen un nucleótido unido a un 
nucleótido adyacente por un enlace internucleotídico 2′-5′. En diversas realizaciones, el nucleótido que forma el 
enlace internucleotídico 2′-5′ incluye un nucleótido de 3’-desoxirribosa o un 3′-metoxinucleótido. En algunas 25
realizaciones, x= y= 18 y (N′)y incluye nucleótidos unidos al nucleótido adyacente por un enlace internucleotídico 2′-
5′ entre las posiciones 15-16, 16-17 y 17-18 o entre las posiciones 16-17 y 17-18. En algunas realizaciones, x= y= 18
y (N′)y incluye nucleótidos unidos al nucleótido adyacente por un enlace internucleotídico 2′-5′ entre las posiciones
14-15, 15-16, 16-17 y 17-18 o entre las posiciones 15-16, 16-17 y 17-18 o entre las posiciones 16-17 y 17-18 o entre 
las posiciones 17-18 o entre las posiciones 15-16 y 17-18. En otras realizaciones, se sustituyen los ribonucleótidos 30
de pirimidina (rU, rC) en (N′)y por nucleótidos unidos al nucleótido adyacente por un enlace internucleotídico 2′-5′.

En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares oligonucleotídicos 
expuestos en la Tabla A-18 e identificados en la presente memoria como SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127), 
SERPINH1_6 (SEQ ID NO: 63 y 130), SERPINH1_45a (SEQ ID NO: 98 y 165), SERPINH1_51 (SEQ ID NO: 101 y 35
168) y SERPINH1_51a (SEQ ID NO: 105 y 172).

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria incluye la hebra anticodificante expuesta en la 
SEQ ID NO: 127 y la hebra codificante expuesta en la SEQ ID NO: 60; identificadas en la presente memoria como 
SERPINH1_2. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria tiene la estructura40

(anticodificante, SEQ ID NO: 127)

(codificante, SEQ ID NO: 60) 
en la que cada “|” representa un apareamiento de bases entre los ribonucleótidos; 
en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado o un resto no 
convencional;
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 nucleótidos o restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 45
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y. 

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra 50
anticodificante (SEQ ID NO: 127) incluye una o más piridinas y/o purinas modificadas con 2′OMe-azúcar, un 
ribonucleótido 2′-5′ en las posiciones 5, 6, 7 u 8 y un saliente nucleotídico o no nucleotídico 3′-terminal. En algunas 
realizaciones, la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) incluye 4 o 5 nucleótidos 2′-5′ consecutivos en las posiciones 3’-
terminal o penúltima, un resto nucleotídico o no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto 
de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En otras realizaciones, la hebra codificante (SEQ ID NO:55
60) incluye una o más 2′OMe-pirimidinas, un resto nucleotídico o no nucleotídico conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 60
3, 5, 9, 11, 15, 17 y 19, un ribonucleótido 2′-5′ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con 
el extremo 3’, y la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) se selecciona de una hebra codificante que incluye
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a) ribonucleótidos 2′-5′ en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un saliente no nucleotídico C3OH 3’-terminal y un 
resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o
b) ribonucleótidos 2′-5′ en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un fosfato 3′-terminal y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o 
c) ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 5, 7, 13, y 16; un ribonucleótido 2′-5
5′ en la posición 18; un resto C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico 
abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5′; o 
d) ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 7, 13, 16 y 18; un ribonucleótido 2′-
5′ en la posición 9; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3′ y un resto desoxirribonucleotídico 
abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o 10
e) ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19; un resto C3-Pi conectado covalentemente con el 
extremo 3′ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’. 

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante 
(SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 15, 15
17, 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y 
la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19: un saliente
C3 3′-terminal y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante20
(SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 15, 
17, 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un saliente C3Pi-C3OH 3′-terminal; y la hebra codificante (SEQ ID 
NO: 60) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un fosfato 3’-terminal y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

25
Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante
(SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 15, 
17 y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’;
y la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones
(5′>3′) 5, 7, 13 y 16; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 18; un resto C3-OH conectado covalentemente con el 30
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante
(SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 15, 
17 y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’;35
y la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones
(5′>3′) 7, 13, 16 y 18; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9; un resto C3-OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante40
(SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 15, 
17 y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’;
y la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19; un resto
C3-Pi conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’.45

En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la 
que la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 127) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las 
posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y un saliente C3-C3 3′-terminal; y la hebra codificante (SEQ ID NO:
60) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 7, 9, 13, 16 y 18 y un resto50
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la 
que la hebra codificante (SEQ ID NO: 60) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19, un 
fosfato 3′-terminal y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; 55
y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 127) incluye una hebra anticodificante seleccionada de uno de 
a) ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y un 
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 17, 18 y un 
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.60

En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria que 
incluye la hebra anticodificante expuesta en la SEQ ID NO: 130 y la hebra codificante expuesta en la SEQ ID NO:
63; identificadas en la presente memoria como SERPINH1_6. En algunas realizaciones, el dúplex comprende la 
estructura65
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(anticodificante, SEQ ID NO: 130)

(codificante, SEQ UD NO: 63)

en la que cada “|” representa apareamiento de bases entre los ribonucleótidos;
en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado, o un resto 
no convencional;
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 restos nucleotídicos o no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 5
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y. 

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante10
(SEQ ID NO: 63) incluye una o más pirimidinas modificadas con 2’OMe-azúcar; un saliente nucleotídico o no 
nucleotídico 3’-terminal y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En algunas 
realizaciones, la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 130) incluye una o más pirimidinas modificadas con 2′OMe-
azúcar, un resto nucleotídico o no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza 
conectado covalentemente con el extremo 5’.15

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 14 y 18; un resto
C3OH o C3Pi conectado covalentemente con el extremo 3′; y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido 
conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 130) se selecciona de una 20
hebra anticodificante que incluye
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7; y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7; y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o25
c) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7; y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
d) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un dU en la 
posición 1; un ribonucleótido 2′-5′ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 
3’.30

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 14 y 18; un resto
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3′ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleótidos modificados 35
con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un 
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula oligonucleotídica en dúplex en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18 y 40
opcionalmente en la posición 2; un resto C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante
(SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 12, 
13 y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3:Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

45
En algunas realizaciones, se proporciona una molécula oligonucleotídica en dúplex en la que la hebra codificante
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18; un resto 
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 130) se selecciona de una hebra 
anticodificante que incluye50
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7; y un resto C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 
3’; o 
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7; y un resto C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 55
3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18; un resto 
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 60
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleótidos modificados 
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con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7; y un 
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 63) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18; un resto 5
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 130) incluye ribonucleótidos modificados 
con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13, y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un 
saliente C3Pi-C3OH 3′-terminal.

10
En algunas realizaciones, el dúplex incluye la hebra anticodificante expuesta en la SEQ ID NO: 165 y la hebra 
codificante expuesta en la SEQ ID NO: 98; identificadas en la presente memoria como SERPINH1_45a. En algunas 
realizaciones, el dúplex comprende la estructura

(anticodificante, SEQ ID NO: 165)

(codificante, SEQ ID NO: 98)

en la que cada “|” representa apareamiento de bases entre los ribonucleótidos; 
en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado, o un resto 15
no convencional;
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 restos nucleotídicos o no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 20
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y. 

En algunas realizaciones, la hebra codificante (SEQ ID NO: 98) incluye ribonucleótidos 2′-5′ en las posiciones (5′>3′) 
15, 16, 17, y 18 o 15, 16, 17, 18 y 19, un resto nucleotídico o no nucleotídico conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En algunas realizaciones, la hebra 25
anticodificante (SEQ ID NO: 165) incluye pirimidinas o purinas modificadas con 2′OMe-azúcar, un nucleótido 2’-5’ en 
la posición 5, 6, 7 u 8 (5′>3′); y un resto nucleotídico o no nucleotídico ligado covalentemente con el extremo 3’.

En algunas realizaciones la hebra codificante (SEQ ID NO:98) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones (5′>3′) 
15, 16, 17, 18 y 19; un resto no nucleotídico C3Pi o C3-OH 3′-terminal y un resto desoxirribonucleotídico abásico 30
invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 165) incluye una 
hebra anticodificante seleccionada de una de
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un saliente C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH 3′-terminal; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19 y un 35
saliente C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH 3′-terminal;
c) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un saliente C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH 3′-terminal; o
d) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 y
un saliente C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH 3’-terminal.40

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO:98) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones (5′>3′) 15, 16, 17, 18, y 19, un resto C3-OH 3′-
terminal y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 165) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 45
4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un saliente C3Pi-COH 3′-terminal.

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria incluye la hebra anticodificante expuesta en la 
SEQ ID NO: 168 y la hebra codificante expuesta en la SEQ ID NO: 101; identificadas en la presente memoria como 
SERPINH1_51. En algunas realizaciones, el dúplex comprende la estructura50

(anticodificante, SEQ ID NO: 168)

(codificante, SEQ ID NO: 101)

en la que cada “|” representa apareamiento de bases entre los ribonucleótidos; 
en la que cada uno A, C, G, U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado, o un resto no 
convencional; 
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 restos nucleotídicos o no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 55
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y 
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en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y. 

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 101) incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe, opcionalmente un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9 5
o 10; un resto nucleotídico o no nucleotídico conetado covalentemente con el extremo 3’ y opcionalmente un resto 
de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En algunas realizaciones, la hebra anticodificante (SEQ 
ID NO: 168) incluye pirimidinas y/o purinas modificadas con 2′OMe-azúcar, un nucleótido 2’-5’ en la posición 5, 6, 7 u
8 (5′>3′) y un resto nucleotídico o no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’.

10
En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 101) incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13 y 17, opcionalmente
un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9 o 10, un resto no nucleotídico C3Pi o C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la 
hebra anticodificante (SEQ ID NO: 168) se selecciona de una hebra anticodificante que incluye15
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 8, y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en 
la posición 6 o 7 y un saliente C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 4, 8, 13 y 15, un ribonucleótido 
2’-5’ en la posición 6 o 7 y un saliente C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
c) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 4, 8, 11 y 15, un ribonucleótido 20
2’-5’ en la posición 6 y un saliente C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
d) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 8, 12, 13, y 15; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 25
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, 
opcionalmente un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3-OH conectado covalentemente 
con 3′ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 
8, y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.30

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, 
opcionalmente un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3-OH conectado covalentemente 
con 3′ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 35
anticodificante (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 
4, 8, 13 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 40
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y 
un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 
4, 8, 11 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el 45
extremo 3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 101) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y 50
un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 168) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 
3, 8, 12, 13, y 15; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’.

55
En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria incluye la hebra anticodificante expuesta en la 
SEQ ID NO: 172 y la hebra codificante expuesta en la SEQ ID NO: 105; identificadas en la presente memoria como 
SERPINH1_51a. En algunas realizaciones, el dúplex comprende la estructura

(anticodificante, SEQ ID NO: 172)

(codificante, SEQ ID NO: 105)

en la que cada “|” representa apareamiento de bases entre los ribonucleótidos;
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en la que cada uno de A, C, G y U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado, o un resto 
no convencional; 
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 restos nucleotídicos o no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y 5
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de la hebra codificante. 

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 105) incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe, opcionalmente un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9 10
o 10; un resto nucleotídico o no nucleotídico ligado covalentemente con el extremo 3’ y opcionalmente un resto de 
caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En algunas realizaciones la hebra anticodificante (SEQ ID 
NO: 172) incluye pirimidinas y/o purinas modificadas con 2′OMe-azúcar, un nucleótido 2’-5’ en la posición 5, 6, 7 u 8 
(5′>3′) y un resto nucleotídico o no nucleotídico ligado covalentemente con el extremo 3’.

15
En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 105) incluye pirimidinas modificadas con 2’OMe en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, opcionalmente
un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9 o 10, un resto no nucleotídico C3Pi o C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la 
hebra anticodificante (SEQ ID NO: 172) se selecciona de una hebra anticodificante que incluye20
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 8, y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la 
posición 6 o 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 8, 13 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ 
en la posición 6 o 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
c) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 8, 11 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ 25
en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
d) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 8, 12, 13 y 15; un ribonucleótido 
2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 30
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, 
opcionalmente un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3-OH conectado covalentemente 
con 3′ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 8 y 
15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.35

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, 
opcionalmente un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3-OH conectado covalentemente 
con 3′ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 40
anticodificante (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 
8, 13 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 
3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 45
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3′ y 
un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 
8, 11 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 50
3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 105) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13, y 17, un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y 55
un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 172) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3″) 3, 
8, 12, 13, y 15; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’.

60
En algunas realizaciones, las hebras anticodificante y codificante se seleccionan de los pares oligonucleotídicos 
expuestos en la Tabla A-19 e identificados en la presente memoria como SERPINH1_4 (SEQ ID NO: 195 y 220) y 
SERPINH1_12 (SEQ ID NO: 196 y 221).
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En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria incluye la hebra anticodificante expuesta en la 
SEQ ID NO: 220 y la hebra codificante expuesta en la SEQ ID NO: 194; identificadas en la presente menoría como 
SERPINH1_4. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico bicatenaria tiene la estructura

(anticodificante, SEQ ID NO: 220)

(codificante, SEQ ID NO 195)
en la que cada “|” representa apareamiento de bases entre los ribonucleótidos;
en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado, o un resto 5
no convencional; 
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 restos nucleotídicos o no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 10
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y. 

En algunas realizaciones se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra 
anticodificante (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 
5, 9, 11, 15, 17 y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7, y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con 15
el extremo 3’; y la hebra codificante (SEQ ID NO: 195) se selecciona de una hebra codificante que incluye
a) ribonucleótidos 2′-5′ en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un resto C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o
b) ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18 y 19, un fosfato 3′-terminal y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o20
c) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 5, 7, 13 y 16; un ribonucleótido 2’-5’ 
en la posición 18; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico 
abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o
d) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 7, 13, 16 y 18 un ribonucleótido 2’-
5’ en la posición 9; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico 25
abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; o
e) ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19, un resto C3Pi conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’. 

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante30
(SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 15, 17
y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 
hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19; un resto C3 
conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’.35

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante
(SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 15, 17
y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 
hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19; un fosfato 3’-40
terminal y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante
(SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 15, 17
y 19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 45
hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 
5, 7, 13, y 16; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 18; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’
y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante50
(SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 15, 17, 
19, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 
hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 
7, 13, 16 y 18; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y 
un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.55

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra anticodificante
(SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 15, 17
y 19, un ribonucleótido en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 
hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19; un resto C3Pi 60
conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’.
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En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la
que la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las 
posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y 
la hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones5
(5′>3′) 7, 9, 13, 16 y 18 y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el 
extremo 5’.

En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la 
que la hebra codificante (SEQ ID NO: 195) incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones 15, 16, 17, 18, y 19, un 10
fosfato 3’-terminal y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’;
y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 220) incluye una hebra anticodificante seleccionada de una de 
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 y un 
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 6, 8, 10, 12, 14, 17 y 18 y un 15
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

En algunas realizaciones, se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria que 
incluye la hebra anticodificante expuesta en la SEQ ID NO: 130 y la hebra codificante expuesta en la SEQ ID NO:
63; identificadas en la presente memoria como SERPINH1_12. En algunas realizaciones, el dúplex comprende la 20
estructura:

(anticodificante, SEQ ID Nº 221)

(codificante, SEQ ID NO: 196) 

en la que cada “|” representa apareamiento de bases entre los ribonucleótidos; 
en la que cada uno de A, C, G, U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado, o un resto 
no convencional; 
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 25
independientemente 1-5 restos nucleotídicos o no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y 
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N′)y. 

30
En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 196) incluye una o más pirimidinas modificadas con 2’OMe-azúcar; un saliente nucleotídico o no 
nucleotídico 3′-terminal y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En algunas 
realizaciones, la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 221) incluye una o más pirimidinas modificadas con 2’OMe-
azúcar, un resto nucleotídico o no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza 35
conectado covalentemente con el extremo 5’.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 14 y 18; un 
resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido 40
conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 221) se selecciona de una 
hebra anticodificante que incluye
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 45
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 14 y 18; un 
resto C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido 50
conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 221) incluye ribonucleótidos 
modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un ribonucleótido en la posición 7 y 
un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

En algunas realizaciones, se proporciona una molécula oligonucleotídica en dúplex en la que la hebra codificante 55
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18 y 
opcionalmente en la posición 2; un resto C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante 
(SEQ ID NO: 221) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 7, 9, 12, 13,
y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.60
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En algunas realizaciones, se proporciona una molécula oligonucleotídica en dúplex en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18; un resto 
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 221) se selecciona de una hebra 
anticodificante que incluye5
a) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; o
b) ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 3, 5, 7, 9, 12, 13 y 17; un 
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

10
Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18; un resto 
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados 
con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un 15
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

Se proporciona en la presente memoria una molécula de ácido nucleico bicatenaria en la que la hebra codificante 
(SEQ ID NO: 196) incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 14 y 18; un resto 
C3-OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 20
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante (SEQ ID NO: 220) incluye ribonucleótidos modificados 
con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 7, 9, 12, 13, y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un 
resto C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

En realizaciones adicionales de las estructuras A1 y A2, (N′)y incluye 1-8 ribonucleótidos modificados en los que el 25
ribonucleótido modificado es un nucleótido de ADN. En ciertas realizaciones, (N′)y incluye 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 o hasta 8 
restos de ADN.

En algunas realizaciones, está presente cualquiera de Z o Z′ e incluye independientemente dos restos no 
nucleotídicos.30

En realizaciones adicionales, Z y Z′ están presentes y cada uno incluye independientemente dos restos no 
nucleotídicos.

En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z′ incluye un resto abásico, por ejemplo un resto desoxirriboabásico (al 35
que se hace referencia en la presente memoria como “dAb”) o un resto riboabásico (al que se hace referencia en la 
presente memoria como “rAb”). En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z′ incluye dos restos abásicos ligados 
covalentemente y es, por ejemplo, dAb-dAb o rAb-rAb o dAb-rAb o rAb-dAb, en los que cada resto está conectado 
covalentemente con un resto adyacente, preferiblemente a través de un enlace basado en fósforo. En algunas 
realizaciones, el enlace basado en fósforo incluye un enlace fosforotioato, fosfonoacetato o fosfodiéster. En 40
realizaciones preferidas, el enlace basado en fósforo incluye un enlace fosfodiéster.

En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z′ incluye independientemente un resto alquilo, opcionalmente un resto 
propano [(CH2)3] (C3) o un derivado del mismo incluyendo propanol (C3-OH) y derivados fosfóricos del propanodiol
(“C3-3′Pi”). En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z′ incluye dos restos alquilo ligados covalentemente con el 45
extremo 3’ de la hebra anticodificante o la hebra codificante a través de un ligamiento fosfodiéster o fosforotioato y 
ligados covalentemente entre sí a través de un ligamiento fosfodiéster o fosforotioato y, en algunos ejemplos, es 
C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH. El extremo 3’ de la hebra anticodificante y/o el extremo 3’ de la hebra codificante están
conectados covalentemente con el resto C3 a través de un enlace basado en fósforo y el resto C3 está conjugado 
covalentemente con un resto C3-OH a través de un enlace basado en fósforo. En algunas realizaciones, los enlaces 50
basados en fósforo incluyen un enlace fosforotioato, fosfonoacetato o fosfodiéster. En realizaciones preferidas, el 
enlace basado en fósforo incluye un enlace fosfodiéster.

En diversas realizaciones de la estructura A1 o la estructura A2, Z y Z′ están ausentes. En otras realizaciones, Z o Z′ 
está presente. En algunas realizaciones, cada uno de Z y/o Z′ incluye independientemente un resto alquilo C2, C3, 55
C4, C5 o C6, opcionalmente un resto C3 [propano, -(CH2)3-] o un derivado de mismo incluyendo propanol (C3-
OH/C3OH), propanodiol y un derivado fosfodiéster de propanodiol (“C3Pi”). En realizaciones preferidas, cada uno de 
Z y/o Z′ incluye dos restos hidrocarburos y, en algunos ejemplos, es C3Pi-C3OH o C3Pi-C3Pi. Cada C3 está 
conjugado covalentemente con un C3 adyacente a través de un enlace covalente, preferiblemente un enlace basado 
en fósforo. En algunas realizaciones, el enlace basado en fósforo es un enlace fosforotioato, fosfonoacetato o 60
fosfodiéster.

En realizaciones específicas, x= y= 19 y Z comprende al menos un saliente alquilo C3. En algunas realizaciones, el 
saliente C3-C3 está conectado covalentemente con el extremo 3′ de (N)x o (N′)y a través de un ligamiento covalente, 
preferiblemente un ligamiento fosfodiéster. En algunas realizaciones, el ligamiento entre el primer C3 y el segundo 65
C3 es un ligamiento fosfodiéster. En algunas realizaciones, el saliente no nucleotídico 3’ es C3Pi-C3Pi. En algunas 
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realizaciones, el saliente no nucleotídico 3’ es C3Pi-C3Ps. En algunas realizaciones, el saliente no nucleotídico 3′ es 
C3Pi-C3OH (OH es hidroxilo). En algunas realizaciones, el saliente no nucleotídico 3’ es C3Pi-C3OH.

En diversas realizaciones, el resto alquilo comprende un derivado de alquilo que incluye restos alquilo C3, alquilo 
C4, alquilo C5 o alquilo C6 que comprende un hidroxilo terminal, un amino terminal o un grupo fosfato terminal. En 5
algunas realizaciones, el resto alquilo es un resto alquilo C3 o derivado de alquilo C3. En algunas realizaciones, el 
resto alquilo C3 comprende propanol, fosfato de propilo, fosforotioato de propilo o una combinación de los mismos. 
El resto alquilo C3 está ligado covalentemente con el extremo 3’ de (N′)y y/o el extremo 3′ de (N)x a través de un 
enlace fosfodiéster. En algunas realizaciones, el resto alquilo comprende propanol, fosfato de propilo o fosforotioato 
de propilo. En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z′ se selecciona independientemente de propanol, fosfato de 10
propilo y fosforotioato de propilo, combinaciones de los mismos o múltiplos de los mismos, en particular 2 o 3 de 
propanol, fosfato de propilo o fosforotioato de propilo ligados covalentemente o combinaciones de los mismos. En 
algunas realizaciones, cada uno de Z y Z′ se selecciona independientemente de fosfato de propilo, fosforotioato de 
propilo, fosfato de propilo-propanol; fosfato de propilo-fosforotioato de propilo; fosfato de propilo-fosfato de propilo; 
(fosfato de propilo)3, (fosfato de propilo)2-propanol, (fosfato de propilo)2-fosforotioato de propilo. Puede incluirse en Z 15
o Z’ cualquier resto conjugado con propano o propanol.

Las estructuras de los restos no nucleotídicos 3’-terminales ejemplares son como siguen:

En algunas realizaciones cada uno de Z y Z′ se selecciona independientemente de propanol, fosfato de propilo, 20
fosforotioato de propilo, combinaciones de los mismos o múltiplos de los mismos.

En algunas realizaciones, cada uno de Z y Z′ se selecciona independientemente de fosfato de propilo, fosforotioato 
de propilo, fosfato de propilo-propanol, fosfato de propilo-fosforotioato de propilo; fosfato de propilo-fosfato de 
propilo; (fosfato de propilo)3, (fosfato de propilo)2-propanol y (fosfato de propilo)2-fosforotioato de propilo. Puede 25
incluirse en Z o Z’ cualquier resto conjugado con propano o propanol.

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



23

En realizaciones adicionales, cada uno de Z y/o Z′ incluye una combinación de un resto abásico y un 
desoxirribonucleótido o ribonucleótido no modificado o una combinación de un resto hidrocarburo y un 
desoxirribonucleótido o ribonucleótido no modificado o una combinación de un resto abásico (desoxirribo o ribo) y un 
resto hidrocarburo. En dichas realizaciones, cada uno de Z y/o Z′ incluye C3-rAb o C3-dAb, en las que cada resto 5
está unido covalentemente al resto adyacente a través de un enlace basado en fósforo, preferiblemente un enlace 
fosfodiéster, fosforotioato o fosfonoacetato.

En ciertas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico como se dan a conocer en la presente memoria incluyen 
una secuencia oligonucleotídica codificante seleccionada de una cualquiera de los oligonucleótidos nº 2-67 o 68-92, 10
mostrados a continuación en las Tablas A-18 y A-19, respectivamente.

En ciertas realizaciones preferidas, los compuestos proporcionados incluyen Compuesto_1, Compuesto_2, 
Compuesto_3, Compuesto_4, Compuesto_5, Compuesto_6, Compuesto_7, Compuesto_8 y Compuesto_9 como se 
describen en la presente memoria.15

En algunas realizaciones (tales como por ejemplo el Compuesto_1, Compuesto_5 y Compuesto_6 como se 
describen en la presente memoria), se proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las 
que la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 127 y la hebra codificante es la SEQ ID NO: 60. En ciertas 
realizaciones, se proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra 20
anticodificante es la SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar, un ribonucleótido 2’-
5’ en al menos una de las posiciones 1, 5, 6 o 7 y un resto no nucleotídico 3′-terminal conectado covalentemente con 
el extremo 3’; y la hebra codificante es la SEQ ID NO: 60 e incluye al menos un ribonucleótido 2′-5′ o ribonucleótido 
modificado con 2′OMe-azúcar, un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de 
caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’. En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de 25
ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 127 e incluye 
ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 (5′>3′), un ribonucleótido 
2’-5’ en la posición 7 y un resto no nucleotídico C3OH 3′-terminal conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 
hebra codificante es la SEQ ID NO: 60 e incluye 5 ribonucleótidos 2′-5′ consecutivos en las posiciones 3’-terminales 
15, 16, 17, 18 y 19 (5′>3′), un resto no nucleotídico C3Pi conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto 30
abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

En una realización, se proporciona el Compuesto_1, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 (5′>3′), un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto no 35
nucleotídico C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la hebra codificante es la SEQ ID NO: 60 e
incluye 5 ribonucleótidos 2-′5′ consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19 (5′>3′), un resto no 
nucleotídico C3Pi conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y que incluye adicionalmente un ribonucleótido modificado con 2′OMe-azúcar en 
la posición 1 de la hebra anticodificante.40

En una realización, se proporciona el Compuesto_6 que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 (5′>3′), un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto no 
nucleotídico C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la hebra codificante es la SEQ ID NO: 60 e45
incluye 5 ribonucleótidos 2′-5′ consecutivos en las posiciones 3’-terminales 15, 16, 17, 18 y 19 (5′>3′), un resto no 
nucleotídico C3Pi conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y que incluye adicionalmente un ribonucleótido 2′-5′ en la posición 1 de la hebra
anticodificante. 

50
En una realización, se proporciona el Compuesto_5, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19 (5′>3′), un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto no 
nucleotídico C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’; y la hebra codificante es la SEQ ID NO: 60 e
incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 7, 13, 16 y 18, un ribonucleótido 2′-5′ 55
en la posición 9, un resto no nucleotídico C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto abásico 
invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

En algunas realizaciones (tales como por ejemplo Compuesto_2 y Compuesto_7 como se describen en la presente 
memoria), se proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra codificante 60
es la SEQ ID NO: 63 y la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 130. En algunas realizaciones, se proporcionan 
moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra codificante es la SEQ ID NO: 63 e
incluye ribonucleótidos de pirimidina modificados con 2′OMe-azúcar; un resto no nucleotídico conectado 
covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante es la SEQ ID NO: 130 e incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar; un ribonucleótido 2’-65
5’ en la posición 7 y un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3′. En algunas realizaciones,

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



24

se proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra codificante es la SEQ
ID NO: 63 e incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar, un resto no nucleotídico conectado 
covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra 
anticodificante es la SEQ ID NO: 130 e incluye ribonucleótidos modificados con 2′OMe-azúcar; un ribonucleótido en 
al menos una de las posiciones 5, 6 o 7 y un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’.5

En una realización, se proporciona el Compuesto_2, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra codificante es la SEQ ID NO: 63 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 14 y 18; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante es 10
la SEQ ID NO: 130 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 12, 
13 y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7 y un resto no nucleotídico C3Pi-C3OH 
conectado covalentemente con el extremo 3’.

En una realización, se proporciona el Compuesto_7, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 15
unidades en la que la hebra codificante es la SEQ ID NO: 63 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 14 y 18; un resto C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto 
desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante es 
la SEQ ID NO: 130 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 3, 5, 9, 11, 
13 y 17; un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un resto no nucleotídico C3Pi-C3OH conectado covalentemente 20
con el extremo 3’.

En algunas realizaciones (tales como por ejemplo el Compuesto_3 como se describe en la presente memoria), se 
proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra codificante es la SEQ ID 
NO: 98 y la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 165. En algunas realizaciones, se proporcionan moléculas de 25
ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra codificante es la SEQ ID NO:98 e incluye
ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones del extremo 3′; un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante es la SEQ 
ID NO: 165 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar; un ribonucleótido 2’-5’ en al menos una de las 
posiciones 5, 6 o 7 y un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’. En una realización, se 30
proporciona el Compuesto_3 que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 unidades en la que la hebra 
codificante es la SEQ ID NO: 98 e incluye ribonucleótidos 2’-5’ en las posiciones (5′>3′) 15, 16, 17, 18 y 19; un resto
C3-OH 3’ conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido 
conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 165 e incluye
ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 4, 6, 8, 11, 13, 15, 17 y 19; un 35
ribonucleótido 2’-5’ en la posición 7 y un C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3′.

En algunas realizaciones (tales como por ejemplo, Compuesto_4, Compuesto_8 y Compuesto_9 descritos en la 
presente memoria), se proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra 
codificante es la SEQ ID NO: 101 y la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 168. En algunas realizaciones se 40
proporcionan moléculas de ácido nucleico bicatenarias de 19 unidades en las que la hebra codificante es la SEQ ID 
NO: 101 e incluye ribonucleótidos de pirimidina modificados con 2′OMe-azúcar, un ribonucleótido 2’-5’ opcional en 
una de las posiciones 9 o 10, un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de 
caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 168 e incluye
ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar, un ribonucleótido 2′-5′ en al menos una de las posiciones 5, 6 o 7 y 45
un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’.

En una realización, se proporciona el Compuesto_4, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra codificante es la SEQ ID NO: 101 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13 y 17, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 9, un resto no nucleotídico 50
C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado 
covalentemente con el extremo 5’; y la hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 168 e incluye ribonucleótidos 
modificados con 2’OMe-azúcar en las posiciones (5′>3′) 1, 4, 8, 11 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un 
saliente 3′ C3Pi-C3OH conectado covalentemente con el extremo 3’.

55
En una realización, se proporciona el Compuesto_8, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra codificante es la SEQ ID NO: 101 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-
azúcar en las posiciones (5′>3′) 4, 11, 13 y 17, un resto no nucleotídico C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la 
hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 168 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las 60
posiciones (5′>3′) 1, 4, 8, 13 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un saliente 3′ C3Pi-C3OH conectado
covalentemente con el extremo 3′.

En una realización, se proporciona el Compuesto_9, que es una molécula de ácido nucleico bicatenaria de 19 
unidades en la que la hebra codificante es la SEQ ID NO: 101 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-65
azúcar en las posiciones (5′>3′) 2, 4, 11, 13, y 17, un resto no nucleotídico C3OH conectado covalentemente con el 
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extremo 3’ y un resto desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’; y la 
hebra anticodificante es la SEQ ID NO: 168 e incluye ribonucleótidos modificados con 2’OMe-azúcar en las 
posiciones (5′>3′) 1, 4, 8, 11 y 15, un ribonucleótido 2’-5’ en la posición 6 y un resto no nucleotídico 3′ C3Pi-C3OH 
conectado covalentemente con el extremo 3’.

5
En otro aspecto, se proporcionan procedimientos para reducir la expresión de hsp47 en una célula mediante la 
introducción en una célula de una molécula de ácido nucleico como se proporciona en la presente memoria en una 
cantidad suficiente para reducir la expresión de hsp47. En una realización, la célula es una célula estrellada 
hepatocelular. En otra realización, la célula es una célula estrellada en tejido renal o pulmonar. En ciertas 
realizaciones, el procedimiento se efectúa in vitro, en otras realizaciones, el procedimiento se efectúa in vivo.10

En aún otro aspecto, se proporcionan procedimientos para tratar un individuo que padece una enfermedad asociada 
a hsp47. Los procedimientos incluyen administrar al individuo una molécula de ácido nucleico tal como se 
proporciona en la presente memoria en una cantidad suficiente para reducir la expresión de hsp47. En ciertas 
realizaciones, la enfermedad asociada a hsp47 es una enfermedad seleccionada del grupo consistente en fibrosis 15
hepática, cirrosis, fibrosis pulmonar incluyendo fibrosis de pulmón (incluyendo FPI), cualquier afección que cause 
fibrosis renal (p.ej., ERC incluyendo ERET), fibrosis peritoneal, daño hepático crónico, fibrillogénesis, enfermedades 
fibróticas en otros órganos, cicatrización anormal (queloides) asociada a todos los tipos posibles de lesión cutánea 
accidental y yatrogénica (operaciones), escleroderma, cardiofibrosis, fracaso de operación de filtración de glaucoma 
y adhesiones intestinales. En algunas realizaciones, los compuestos pueden ser útiles para tratar indicaciones 20
específicas de órgano, por ejemplo indicaciones que incluyen aquellas mostradas en la Tabla 2 siguiente:

Tabla 2

Órgano Indicación
Piel Cicatrización patológica como queloides y cicatriz hipertrófica

Cicatrización quirúrgica
Cicatrización por lesión
Queloides o dermopatía fibrosante nefrogénica

Peritoneo Fibrosis peritoneal
Adhesiones
Esclerosis peritoneal asociada a una diálisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA)

Hígado Cirrosis incluyendo cirrosis después de hepatitis C, cirrosis biliar primaria
Fibrosis hepática, p.ej. prevención de la fibrosis hepática en portadores de hepatitis C
Esquistomasomiasis
Colangitis
Cirrosis hepática debida a hepatitis C después de trasplante de hígado o esteatohepatitis no 
alcohólica (EHNA)

Páncreas Fibrosis inter(peri)lobular (como en pancreatitis crónica alcohólica), fibrosis periductal (como 
en pancreatitis hereditaria), fibrosis periductal e interlobular (como en pancreatitis 
autoinmunitaria), fibrosis interlobular e intralobular (como en pancreatitis obstructiva crónica)

Riñón Enfermedad renal crónica (ERC) de cualquier etiología. Tratamiento de ERC de etapa 
temprana (SCr elevado) en pacientes diabéticos (“previene” un deterioro adicional de la 
función renal)
Fibrosis renal asociada a glomeruloesclerosis por lupus
Nefropatía diabética

Corazón Insuficiencia cardiaca congestiva
Fibrosis endomiocárdica
Cardiofibrosis
Fibrosis asociada a infarto de miocardio

Pulmón Asma, fibrosis pulmonar idiopática (FPI)
Fibrosis intersticial de pulmón (FIP)
Neumonitis por radiación que conduce a fibrosis pulmonar (p.ej., debida a radiación de 
tratamiento de cáncer )

Médula ósea Trastornos mieloproliferativos: mielofibrosis (MF), policitemia vera (PV), trombocitopenia 
esencial (TE)
Mielofibrosis idiopática
Mielofibrosis inducida por fármacos
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Ojo Segmento anterior: opacificación de córnea, p.ej. después de distrofias heredadas, queratitis 
herpética o pterigia; glaucoma
Segmento posterior: Fibrosis y desprendimiento de retina por tracción, una complicación de la 
retinopatía diabética avanzada (RD); cicatrización fibrovascular y gliosis de retina
Bajo la retina: Fibrosis, por ejemplo posterior a hemorragia subrretiniana asociada a DME 
neovascular
Fibrosis retroorbital, cirugía postcaratatas, vitreorretinopatía proliferativa
Penfigoide cicatricial ocular

Intestino Fibrosis intestinal, enfermedad de Crohn
Cuerdas vocales Cicatrización de cuerdas vocales, fibrosis de la mucosa de cuerdas vocales, fibrosis laríngea
Vasculatura Aterosclerosis, reestenosis arterial posangioplastia
Multisistémico Esclerosis sistémica por escleroderma; fibroesclerosis multifocal; enfermedad del hospedador 

contra el injerto escleroderma toso en receptores de trasplante de médula ósea y fibrosis 
sistémica nefrogénica (exposición a agentes de contraste basados en gadolinio (ACGA), 30 % 
de los IRM)

Malignidades de 
diversos orígenes

Cáncer metastásico e invasivo al inhibir la función de miofibroblastos asociados a tumor 
activados

En algunas realizaciones, las indicaciones preferidas incluyen cirrosis hepática debida a hepatitis C después de 
trasplante de hígado, cirrosis hepática debida a esteatohepatitis no alcohólica (EHNA), fibrosis pulmonar idiopática,
neumonitis por radiación que conduce a fibrosis pulmonar, nefropatía diabética, esclerosis peritoneal asociada a 
diálisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) y penfigoide cicatricial ocular.5

Las indicaciones hepáticas fibróticas incluyen cirrosis alcohólica, cirrosis por hepatitis B, cirrosis por hepatitis C, 
cirrosis por hepatitis C (Hep C) después de trasplante de hígado ortotópico (OLTX), EHNA/EGHNA, cirrosis biliar 
primaria (CBP), colangitis esclerosante primaria (CEP), atresia biliar, deficiencia de 1-antitripsina (A1AD), 
enfermedades de almacenamiento de cobre (enfermedad de Wilson), fructosemia, galactosemia, enfermedades de 10
almacenamiento de glicógeno (especialmente los tipos III, IV, VI, IX y X), síndromes de sobrecarga de hierro 
(hemocromatosis), anormalidades lipídicas (p.ej., enfermedad de Gaucher), trastornos peroxisómicos (p.ej., 
síndrome de Zellweger), tirosinemia, fibrosis hepática congénita (p.ej., brucelosis), parasitarias (p.ej., 
equinococcosis) y síndrome de Budd-Chiari (enfermedad veno-oclusiva hepática).

15
Las indicaciones pulmonares incluyen fibrosis pulmonar idiopática, silicosis, neumoconiosis, displasia 
broncopulmonar en el recién nacido después de síndrome de dificultad respiratoria neonatal, lesión de pulmón por 
bleomicina/quimioterapia, bronquiolitis obliterante (SBO) después de trasplante de pulmón, enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC), fibrosis quística y asma.

20
Las indicaciones cardiacas incluyen cardiomiopatía, aterosclerosis (enfermedad de Bergers, etc.), fibrosis 
endomiocárdica, fibrilación auricular y cicatrización después de infarto de miocardio (IM).

Otras indicaciones torácicas incluyen reacciones del tejido de la cápsula inducidas por radiación alrededor de 
implantes de mama texturizados y fibrosis de la submucosa oral.25

Las indicaciones renales incluyen enfermedad renal poliquística dominante autosómica (ERPDA), nefropatía 
diabética (glomeruloesclerosis diabética), GEFS (colapsante frente a otras variantes histológicas), nefropatía de IgA 
(enfermedad de Berger), nefritis lúpica, enfermedad de Wegner, escleroderma, síndrome de Goodpasture, fibrosis 
tubulointersticial: nefropatía inducida por los fármacos (protectores) penicilinas, cefalosporinas y analgésicos, 30
glomerulonefritis membranoproliferativa (GNMP), púrpura de Henoch-Schonlein, nefropatías congénitas: enfermedad 
quística medular, síndrome onicorrotuliano y síndrome de Alport.

Las indicaciones de médula ósea incluyen linfangioleiomiomatosis (LAM), enfermedad crónica de injerto contra el 
hospedador, policitemia vera, trombocitopenia esencial y mielofibrosis. 35

Las indicaciones oculares incluyen retinopatía de prematuridad (RP), penfigoide cicatricial ocular, fibrosis de 
glándulas lacrimales, cirugía de desprendimiento de retina, opacidad corneal, queratitis herpética, pterigia, 
glaucoma, degeneración macular relacionada con la edad (DME/DMRE), retinopatía por diabetes sacarina (DS) 
asociada a fibrosis retinal.40

Las indicaciones ginecológicas incluyen adición para endometriosis a la terapia hormonal para la prevención de 
cicatrización, fibrosis/salpingitis después de ETS.

Las indicaciones sistémicas incluyen enfermedad de Dupuytren, fibromatosis palmar, enfermedad de Peyronie, 45
enfermedad de Ledderhose, queloides, fibroesclerosis multifocal, fibrosis sistémica nefrogénica y mielofibrosis 
nefrogénica (anemia).
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Las enfermedades fibróticas asociadas a lesiones incluyen cicatrización y contracción de piel y tejido blando 
inducidas por quemaduras (incluidas químicas), cicatrización de piel y órganos inducida por radiación después de 
tratamiento con radiación terapéutica del cáncer y queloides (piel).

Las indicaciones quirúrgicas incluyen fibrosis peritoneal después de catéter de diálisis peritoneal, implante de 5
córnea, implante coclear, otros implantes, implantes de silicona en los senos, sinusitis crónica, adhesiones, 
hiperplasia de la seudoíntima o injertos de diálisis. 

Otras indicaciones incluyen pancreatitis crónica.
10

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para el tratamiento de un sujeto que padece fibrosis 
hepática que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de ácido nucleico dada a conocer 
en la presente memoria, tratando así la fibrosis hepática. En algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del 
hígado debida a hepatitis. En algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del hígado debida a EHNA.

15
En algunas realizaciones, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico dada a conocer en la presente 
memoria para la fabricación de un medicamento para tratar la fibrosis hepática. En algunas realizaciones, la fibrosis 
hepática es debida a hepatitis. En algunas realizaciones, la fibrosis hepática es debida a EHNA.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para la remodelación de tejido cicatricial que comprende 20
administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad eficaz de una molécula de ácido nucleico dada a conocer en 
la presente memoria, efectuando así la remodelación del tejido cicatricial. En algunas realizaciones, el tejido 
cicatricial está en el hígado. En algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del hígado debida a hepatitis. En 
algunas realizaciones, el sujeto padece cirrosis del hígado debido a EHNA.

25
En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para efectuar la regresión de la fibrosis que comprende 
administrar a un sujeto necesitado de ello una cantidad eficaz de una molécula de ácido nucleico dada a conocer en 
la presente memoria, efectuando así la regresión de la fibrosis.

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para la reducción del tejido cicatricial en un sujeto que 30
comprende la etapa de administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de ácido nucleico dada a conocer 
en la presente memoria para reducir el tejido cicatricial. En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento 
para reducir el tejido cicatricial en un sujeto que comprende la etapa de aplicar por vía tópica al tejido cicatricial una 
cantidad eficaz de una molécula de ácido nucleico dada a conocer en la presente memoria para reducir el tejido 
cicatricial.35

En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento para mejorar la apariencia del tejido cicatricial que 
comprende la etapa de aplicar por vía tópica al tejido cicatricial una cantidad eficaz de una molécula de ácido 
nucleico dada a conocer en la presente memoria para mejorar la apariencia del tejido cicatricial.

40
En algunas realizaciones, se proporciona un procedimiento de tratamiento de un sujeto que padece fibrosis de 
pulmón que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de ácido nucleico dada a conocer 
en la presente memoria, tratando así la fibrosis de pulmón. En algunas realizaciones, el sujeto padece fibrosis de 
pulmón intersticial (FPI). En algunas realizaciones, el sujeto padece neumonitis por radiación que conduce a fibrosis 
pulmonar. En algunas realizaciones, el sujeto padece fibrosis de pulmón inducida por fármacos.45

En algunas realizaciones, se proporciona el uso de una molécula de ácido nucleico dada a conocer en la presente 
memoria para la fabricación de un medicamento para tratar fibrosis de pulmón. En algunas realizaciones, la fibrosis 
de pulmón es FPI. En algunas realizaciones, la fibrosis de pulmón es una fibrosis de pulmón inducida por fármacos o 
radiación.50

En un aspecto, se proporcionan composiciones farmacéuticas que incluyen una molécula de ácido nucleico (p.ej., 
una molécula de ANic) como se describe en la presente memoria en un portador farmacéuticamente aceptable. En 
ciertas realizaciones, la formulación farmacéutica incluye, o implica, un sistema de suministro adecuado para 
suministrar moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) a un individuo tal como un paciente, por ejemplo 55
sistemas de suministro descritos con más detalle a continuación.

En un aspecto relacionado, se proporcionan composiciones o kits que incluyen una molécula de ácido nucleico 
(p.ej., una molécula de ANic) empaquetada para uso por un paciente. El paquete puede estar etiquetado o incluir 
una etiqueta o prospecto de paquete que indica el contenido del paquete y proporciona cierta información sobre 60
cómo la molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) debería o puede usarse por un paciente, por 
ejemplo, la etiqueta puede incluir información de dosificación y/o indicaciones para uso. En ciertas realizaciones, el 
contenido de la etiqueta portará un aviso en una forma prescrita por una agencia gubernamental, por ejemplo la 
Dirección federal de fármacos y alimentos de Estados Unidos. En ciertas realizaciones, la etiqueta puede indicar que 
la molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) es adecuada para uso en el tratamiento de un paciente 65
que padece una enfermedad asociada a hsp47; por ejemplo, la etiqueta puede indicar que la molécula de ácido 
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nucleico (p.ej., una molécula de ANic) es adecuada para uso en el tratamiento de fibroides; o por ejemplo la etiqueta 
puede indicar que la molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) es adecuada para uso en el 
tratamiento de una enfermedad seleccionada del grupo consistente en fibrosis, fibrosis hepática, cirrosis, fibrosis 
pulmonar, fibrosis renal, fibrosis peritoneal, daño hepático crónico y fibrillogénesis.

5
Como se usan en la presente memoria, los términos “proteína de choque térmico 47” o “hsp47” o “HSP47” se usan 
intercambiablemente y hacen referencia a cualquier proteína de choque térmico 47, péptido o polipéptido que tenga 
cualquier actividad de proteína hsp47. La proteína de choque térmico 47 es un inhibidor de serinproteasa (serpina) 
también conocido, por ejemplo, como inhibidor de serpinpeptidasa, clado H, miembro 1 (SERPINH1), SERPINH2,
proteína de unión a colágeno 1 (CBP1), CBP2, gp46; proteína transactivada por arsénico 3 (AsTP3); HSP47; gen 10
inductor de la proliferación 14 (PIG14); PPROM; antígeno A-47 de artritis reumatoide (RA-A47); coligina 1 y coligina 
2. En ciertas realizaciones preferidas, “hsp47” hace referencia a hsp47 humana. La proteína de choque térmico 47 (o 
más particularmente hsp47 humana) puede tener una secuencia aminoacídica que es la misma, o sustancialmente 
la misma, que la SEQ ID NO. 2 (FIG. 7).

15
Como se usa en la presente memoria, el término “secuencia nucleotídica que codifica hsp47” significa una secuencia 
nucleotídica que codifica una proteína hsp47 o porción de la misma. El término “secuencia nucleotídica que codifica 
hsp47” pretende incluir también secuencias de codificación de hsp47 tales como isoformas de hsp47, genes de 
hsp47 mutantes, variantes de corte y empalme de genes de hsp47 y polimorfismos génicos de hsp47. Una 
secuencia de ácido nucleico que codifica hsp47 incluye secuencias de ARNm que codifican hsp47, a las que puede 20
hacerse referencia también como “ARNm de hsp47”. Es una secuencia ejemplar de ARNm de hsp47 la SEQ ID. NO. 
1.

Como se usan en la presente memoria, los términos “molécula de ácido nucleico” o “ácido nucleico” se usan 
intercambiablemente y hacen referencia a un oligonucleótido, nucleótido o polinucleótido. Las variaciones de 25
“molécula de ácido nucleico” se describen con más detalle en la presente memoria. Una molécula de ácido nucleico 
engloba tanto moléculas de ácido nucleico modificadas como moléculas de ácido nucleico no modificadas como se 
describen en la presente memoria. Una molécula de ácido nucleico puede incluir desoxirribonucleótidos, 
ribonucleótidos, nucleótidos modificados o análogos nucleotídicos en cualquier combinación.

30
Como se usa en la presente memoria, el término “nucleótido” hace referencia a un resto químico que tiene un azúcar 
(o un análogo del mismo o un azúcar modificado), una base nucleotídica (o un análogo de la misma o una base 
modificada) y un grupo fosfato (o análogo del mismo o un grupo fosfato modificado). Un nucleótido engloba tanto 
nucleótidos modificados como nucleótidos no modificados como se describen en la presente memoria. Como se usa 
en la presente memoria, los nucleótidos pueden incluir desoxirribonucleótidos (p.ej., desoxirribonucleótidos no 35
modificados), ribonucleótidos (p.ej., ribonucleótidos no modificados) y análogos nucleotídicos modificados 
incluyendo, entre otros, ácidos nucleicos bloqueados y ácidos nucleicos no bloqueados, ácidos peptidonucleicos, L-
nucleótidos (a los que se hace también referencia como nucleótidos espejo), ácido nucleico con puente de etileno 
(ANE), arabinósido, PACE, nucleótidos con un azúcar de 6 carbonos así como análogos nucleotídicos (incluyendo 
nucleótidos abásicos) a menudo no considerados nucleótidos. En algunas realizaciones, los nucleótidos pueden 40
estar modificados en el azúcar, base nucleotídica y/o en el grupo fosfato con cualquier modificación conocida en la 
materia, tales como las modificaciones descritas en la presente memoria. Un “polinucleótido” u “oligonucleótido” 
como se usa en la presente memoria hace referencia a una cadena de nucleótidos ligados; los polinucleótidos y 
oligonucleótidos pueden tener igualmente modificaciones en el azúcar nucleotídico, bases nucleotídicas y 
esqueletos de fosfato como es bien conocido en la materia y/o se da a conocer en la presente memoria.45

Como se usa en la presente memoria, el término “ácido nucleico interferente corto”, “ANic” o “molécula de ácido 
nucleico interferente corto” hace referencia a cualquier molécula de ácido nucleico capaz de modular la expresión 
génica o la replicación vírica. Preferiblemente, el ANic inhibe o regula negativamente la expresión génica o 
replicación vírica. Los ANic incluyen sin limitación moléculas de ácido nucleico que son capaces de mediar la iARN 50
específica de secuencia, por ejemplo ARN interferente corto (ARNic), ARN bicatenario (ARNbc), microARN (miARN), 
ARN de horquilla corto (ARNhc), oligonucleótido interferente corto, ácido nucleico interferente corto, oligonucleótido 
interferente corto modificado, ARNic modificado químicamente, ARN silenciador génico postranscripcional 
(ARNsgps) y otros. Como se usa en la presente memoria, “ácido nucleico interferente corto”, “ANic” o “molécula de 
ácido nucleico interferente corto” tiene el significado descrito con más detalle en otro lugar de la presente memoria.55

Como se usa en la presente memoria, el término “complementario” significa que un ácido nucleico puede formar un 
enlace o enlaces de hidrógeno con otra secuencia de ácido nucleico por Watson-Crick tradicional u otros tipos no 
tradicionales. Con referencia a las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria, la energía 
libre de unión para una molécula de ácido nucleico con su secuencia complementaria es suficiente para permitir que 60
prosiga la función relevante del ácido nucleico, p.ej., la actividad de iARN. La determinación de las energías libres de 
unión para moléculas de ácido nucleico es bien conocida en la materia (véanse, p.ej., Turner et al., 1987, CSH 
Symp. Quant. Biol. LII pág. 123-133; Frier et al., 1986, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 83: 9373-9377; Turner et al., 1987, 
J. Am. Chem. Soc. 109: 3783-3785). El porcentaje de complementariedad indica el porcentaje de residuos contiguos 
en una molécula de ácido nucleico que pueden formar enlaces de hidrógeno (p.ej., apareamiento de bases de 65
Watson-Crick) con una segunda secuencia de ácido nucleico (p.ej., 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucleótidos de un total de 10 
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nucleótidos en el primer oligonucleótido en que se esté basando apareado con una segunda secuencia de ácido 
nucleico que tiene 10 nucleótidos que representan un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 % de 
complementariedad respectivamente). “Totalmente complementario” significa que todos los residuos contiguos de 
una secuencia de ácido nucleico formarán enlace de hidrógeno con el mismo número de residuos contiguos en una 
segunda secuencia de ácido nucleico. En una realización, una molécula de ácido nucleico dada a conocer en la 5
presente memoria incluye de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 o más (p.ej., aproximadamente 15, 16, 
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 o más) nucleótidos que son 
complementarios de una o más moléculas de ácido nucleico diana o una porción de las mismas.

Como se usa en la presente memoria, el término “región codificante” hace referencia a una secuencia nucleotídica 10
de una molécula de ANic complementaria (parcial o totalmente) de una región anticodificante de la molécula de 
ANic. La hebra codificante de una molécula de ANic puede incluir una secuencia de ácido nucleico que tiene 
homología con una secuencia de ácido nucleico diana. Como se usa en la presente memoria, “hebra codificante” 
hace referencia a una molécula de ácido nucleico que incluye una región codificante y puede incluir también 
nucleótidos adicionales.15

Como se usa en la presente memoria, el término “región anticodificante” hace referencia a una secuencia 
nucleotídica de una molécula de ANic complementaria (parcial o totalmente) de una secuencia de ácido nucleico 
diana. La hebra anticodificante de una molécula de ANic puede incluir opcionalmente una secuencia de ácido 
nucleico complementaria de una región codificante de la molécula de ANic. Como se usa en la presente memoria, 20
“hebra anticodificante” hace referencia a una molécula de ácido nucleico que incluye una región anticodificante y 
puede incluir también nucleótidos adicionales.

Como se usa en la presente memoria, el término “ARN” hace referencia a una molécula que incluye al menos un 
residuo ribonucleotídico.25

Como se usa en la presente memoria, el término “región de dúplex” hace referencia a la región en dos 
oligonucleótidos complementarios o sustancialmente complementarios que forma pares de bases entre sí, por 
apareamiento de bases de Watson-Crick o de cualquier otra manera que permita un dúplex entre hebras 
oligonucleotídicas que son complementarias o sustancialmente complementarias. Por ejemplo, una hebra 30
oligonucleotídica que tiene 21 unidades nucleotídicas puede aparearse por bases con otro oligonucleótido de 21 
unidades nucleotídicas aunque solo 19 bases en cada hebra sean complementarias o sustancialmente 
complementarias, de tal modo que la “región de dúplex” consiste en 19 pares de bases. Los pares de bases 
restantes pueden existir, por ejemplo, como salientes 5′ y 3′. Adicionalmente, en la región de dúplex, no se requiere 
un 100 % de complementariedad, es admisible una complementariedad sustancial en la región de dúplex. 35
Complementariedad sustancial hace referencia a una complementariedad entre las hebras tal que sean capaces de 
reasociarse en condiciones biológicas. As técnicas para determinar empíricamente si dos hebras son capaces de 
reasociarse en condiciones biológicas son bien conocidas en la materia. Como alternativa, pueden sintetizarse dos 
hebras y añadirse conjuntamente en condiciones biológicas para determinar si se reasocian entre sí.

40
Como se usa en la presente memoria, el término “análogo nucleotídico sin apareamiento” significa un análogo 
nucleotídico que incluye un resto sin apareamiento de bases incluyendo, pero sin limitación: 6-desaminoadenosina
(nebularina), 4-Me-indol, 3-nitropirrol, 5-nitroindol, Ds, Pa, N3-Me ribo U, N3-Me riboT, N3-Me dC, N3-Me-dT, N1-Me-
dG, N1-Me-dA, N3-etil-dC y N3-Me dC. En algunas realizaciones, el análogo nucleotídico sin apareamiento de bases 
es un ribonucleótido. En otras realizaciones, es un desoxirribonucleótido.45

Como se usa en la presente memoria, el término “grupo funcional terminal” incluye sin limitación grupos halógeno, 
alcohol, amina, carboxílico, éster, amida, aldehído, cetona y éter.

Puede hacerse referencia también a menudo en la presente memoria y en la materia a un “nucleótido abásico” o 50
“análogo nucleotídico abásico”, como se usa en la presente memoria, como un seudonucleótido o un resto no 
convencional. Aunque un nucleótido es una unidad monomérica de ácido nucleico consistente generalmente en un 
azúcar de ribosa o desoxirribosa, un fosfato y una base (adenina, guanina, timina o citosina en ADN; adenina, 
guanina, uracilo o citosina en ARN), un nucleótido abásico o seudonucleótido carece de base, y por tanto no es 
estrictamente un nucleótido como se usa generalmente el término en la materia. Los restos de desoxirribosa 55
abásicos incluyen, por ejemplo, 3’-fosfato de desoxirribosa abásico; 3-fosfato de 1,2-didesoxi-D-ribofuranosa y 3-
fosfato de 1,4-anhidro-2-desoxi-D-ribitol. Los restos de desoxirribosa abásicos invertidos incluyen desoxirriboabásico 
invertido y 5’-fosfato de 3’,5’-desoxiabásico invertido.

El término “resto de caperuza” (z’’) como se usa en la presente memoria incluye un resto que puede estar ligado 60
covalentemente con el extremo 5’ de (N′)y e incluye un resto de ribosa abásico, un resto de desoxirribosa abásico, 
modificaciones de restos de ribosa abásica y desoxirribosa abásica incluyendo modificaciones de 2′O-alquilo; restos 
de ribosa abásica y desoxirribosa abásica invertidos y modificaciones de los mismos; C6-imino-Pi; un nucleótido 
espejo que incluye L-ADN y L-ARN; 5′OMe-nucleótidos y análogos nucleotídicos que incluyen 4′,5′-
metilenonucleótido; 1-(β-D-eritrofuranosil)nucleótido; 4′-tionucleótido, nucleótido carbocíclico; fosfato de 5′-65
aminoalquilo; fosfato de 1,3-diamino-2-propilo, fosfato de 3-aminopropilo; fosfato de 6-aminohexilo; fosfato de 12-

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



30

aminododecilo; fosfato de hidroxipropilo; 1,5-anhidrohexitolnucleótido; -nucleótido; treopentofuranosilnucleótido; 
3′,4′-seconucleótido acíclico; 3,4-dihidroxibutilnucleótido; 3,5-dihidroxipentilnucleótido, resto abásico 5′-5′-invertido; 
fosfato de 1,4-butanodiol; 5-amino y restos metilfosfonato y 5’-mercapto de puente o no de puente.

Ciertos restos de caperuza pueden ser restos de ribosa abásicos o desoxirribosa abásicos; restos de ribosa 5
abásicos invertidos o de desoxirribosa abásicos; C6-amino-Pi; un nucleótido espejo que incluye L-ADN y L-ARN. Las 
moléculas de ácido nucleico como se dan a conocer en la presente memoria pueden sintetizarse usando uno o más 
nucleótidos invertidos, por ejemplo timidina invertida o adenina invertida (por ejemplo, véase Takei, et al., 2002. JBC
277 (26) 23800-06).

10
El término “resto no convencional”, como se usa en la presente memoria, hace referencia a restos no nucleotídicos 
que incluyen un resto abásico, un resto abásico invertido, un resto hidrocarburo (alquilo) y derivados del mismo, e 
incluye adicionalmente un desoxirribonucleótido, un desoxirribonucleótido modificado, un nucleótido espejo (L-ADN o 
L-ARN), un análogo nucleotídico sin apareamiento de bases y un nucleótido unido a un nucleótido adyacente por un 
enlace fosfato internucleotídico 2′-5′; ácidos nucleicos de puente que incluyen ANB y ácidos nucleicos con puente de 15
etileno, nucleótidos de ligamiento modificado (p.ej. PACE) y de base modificada así como restos adicionales dados a 
conocer explícitamente en la presente memoria como restos no convencionales. 

Como se usan en la presente memoria, los términos “inhibir”, “regular negativamente” o “reducir” con respecto a la 
expresión génica significan que la expresión del gen, o el nivel de moléculas de ARN o moléculas de ARN 20
equivalentes que codifican una o más proteínas o subunidades proteicas (p.ej., ARNm), o actividad de una o más 
proteínas o subunidades proteicas, se reduce por debajo de lo observado en ausencia de un factor inhibidor (tal 
como una molécula de ácido nucleico, p.ej., un ANic, por ejemplo que tiene rasgos estructurales como se describen 
en la presente memoria); por ejemplo la expresión puede reducirse a un 90 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 
20 %, 10 %, 5 % o menos que la observada en ausencia de un inhibidor.25

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

La FIG. 1 es un gráfico de barras que muestra el efecto de ANic de GFP sobre diversas líneas celulares indicadoras. 
Las líneas celulares se establecieron por inducción lentivírica de un constructo de ADNc-GFP de HSP47 humana o30
ADNc-GFP de GP46 de rata en HEK293, línea celular de fibrosarcoma humana HT1080, línea humana de HSC 
hTERT o línea celular NRK. Se introdujo ANic de control negativo o ANic contra GFP en las células y se midió la 
fluorescencia de GFP. Los resultados mostraron que el ANic contra GFP desactiva génicamente la fluorescencia en 
diferentes grados en diferentes líneas celulares. Se seleccionaron las líneas celulares 293_HSP47-GFP y 
293_GP46-GFP para cribado de siHsp47 debido a su facilidad de transfección y sensibilidad ante la desactivación 35
génica de la fluorescencia.

La FIG. 2 es una serie de gráficos de barras que muestran la citotoxicidad y eficacia de la desactivación génica de 
diversos siHsp47 en las líneas celulares 293_HSP47-GFP y 293_GP46-GFP. El resultado mostraba que siHsp47-C, 
siHsp47-2 y siHsp47-2d desactivan génicamente de forma eficaz tanto la HSP4 humana como la GP46 de rata (el 40
homólogo de hsp47 humana) sin citotoxicidad sustancial. siGp46A frente a GP46 no desactiva génicamente la
HSP47 humana. Adicionalmente, los siHsp47 recién diseñados superaban a siGp46A en la desactivación génica de 
GP46 de rata.

La FIG. 3 es un gráfico de barras que muestra el efecto de desactivación génica de diversos siHsp47 sobre ARNm 45
de hsp47, medido por PCRc TaqMan® usando la línea celular humana de HSC hTERT. El eje Y representa el nivel 
de ARNm restante de hsp47. HSP47-C era el más eficaz entre todos los ANic de hsp47 ensayados.

La FIG. 4 es un gráfico de barras que muestra el efecto de diferentes ANic de hsp47 sobre la expresión de colágeno 
I en células hTERT. Se midieron los niveles de ARNm de colágeno I mediante PCR cuantitativa instantánea usando 50
la sonda TaqMan®. El eje Y representa el nivel de expresión de ARNm restante de colágeno I. El resultado 
mostraba que el nivel de ARNm de colágeno I se reduce significativamente en las células tratadas con algunos de 
los candidatos (siHsp47-2, siHsp47-2d y su combinación con siHsp47-1).

La FIG. 5 muestra la disminución de las zonas fibróticas del hígado en animales tratados con siHSP47.55

La FIG. 6 es una secuencia de ácido nucleico ejemplar de ADNc de ARNm de hsp47 humana (SEQ ID NO: 1; 
basado en al ADNc dado a conocer en el número de acceso a GenBank: NM_001235).

La FIG. 7 es una secuencia aminoacídica ejemplar de hsp47 humana (SEQ ID NO: 2).60

La FIG. 8 es una secuencia de ácido nucleico codificante de proteína de ADNc de hsp47 humana (SEQ ID NO: 59),
que corresponde a los nucleótidos 230-1486 de SEQ ID NO: 1.
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Las FIG. 9A-9I muestran la estabilidad plasmática de Compuesto_1, Compuesto_2, Compuesto_3, Compuesto_4, 
Compuesto_5, Compuesto_6, Compuesto_7, Compuesto_8 y Compuesto_9, respectivamente, como se detecta por 
tinción con bromuro de etidio. 
 
Las FIG. 10A-10I muestran la actividad en la diana/fuera de la diana de Compuesto_1, Compuesto_2, 5 
Compuesto_3, Compuesto_4, Compuesto_5, Compuesto_6, Compuesto_7, Compuesto_8 y Compuesto_9, 
respectivamente. AS_CM muestra la actividad de la hebra anticodificante del compuesto frente a un plásmido que 
comprende un inserto totalmente coincidente; AS_SM muestra la actividad de la hebra anticodificante del compuesto 
frente a un plásmido que comprende un inserto de secuencia de semilla; S_CM muestra la actividad de la hebra 
codificante del compuesto frente a un plásmido que comprende un inserto totalmente coincidente. Se efectuaron 10 
todos los ensayos en células humanas, excepto para los datos mostrados en la FIG. 10F, que se efectuó en células 
REF52 de rata. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 15 
Interferencia de ARN y moléculas de ácido nucleico ANic  
 
La interferencia de ARN hace referencia al proceso de silenciamiento génico postranscripcional específico de 
secuencia en animales mediado por ARN interferentes cortos (ARNic) (Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Fire et 
al., 1998, Nature, 391, 806; Hamilton et al., 1999, Science, 286, 950-951; Lin et al., 1999, Nature, 402, 128-129; 20 
Sharp, 1999, Genes & Dev., 13: 139-141 y Strauss, 1999, Science, 286, 886). Se hace referencia a menudo al 
correspondiente proceso en plantas (Heifetz et al., publicación internacional PCT nº WO 99/61631) como 
silenciamiento génico postranscripcional (SGPT) o silenciamiento de ARN. Se cree que el proceso de silenciamiento 
génico postranscripcional es un mecanismo de defensa celular conservado evolutivamente usado para prevenir la 
expresión de genes ajenos (Fire et al., 1999, Trends Genet., 15, 358). Dicha protección de la expresión de genes 25 
ajenos puede haber evolucionado en respuesta a la producción de ARN bicatenarios (ARNbc) derivados de infección 
vírica o de la integración aleatoria de elementos de transposón en un genoma hospedador a través de una respuesta 
celular que destruye específicamente el ARN monocatenario homólogo o ARN genómico vírico. La presencia de 
ARNbc en células desencadena la respuesta de iARN a través de un mecanismo que ha de caracterizarse 
totalmente todavía. Este mecanismo parece ser diferente de otros mecanismos conocidos que implican 30 
ribonucleasas específicas de ARN bicatenario, tales como la respuesta de interferón que es el resultado de la 
activación mediada por ARNbc de la proteína cinasa PKR y la 2′,5′-oligoadenilato sintetasa, dando como resultado 
una escisión no específica de ARNm por la ribonucleasa L (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. nº 
6.107.094; 5.898.031; Clemens et al., 1997, J. Interferon & Cytokine Res., 17, 503-524; Adah et al., 2001, Curr. Med. 
Chem., 8, 1189). 35 
 
La presencia de ARNbc largos en células estimula la actividad de una enzima ribonucleasa III a la que se hace 
referencia como Dicer (Bass, 2000, Cell, 101, 235; Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Hammond et al., 2000, 
Nature, 404, 293). Dicer está implicada en el procesamiento del ARNbc en trozos cortos de ARNbc conocidos como 
ARN interferentes cortos (ARNic) (Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Bass, 2000, Cell, 101, 235; Berstein et al., 40 
2001, Nature, 409, 363). Los ARN interferentes cortos derivados de la actividad de Dicer son típicamente de 
aproximadamente 21 a aproximadamente 23 nucleótidos de longitud e incluyen dúplex de aproximadamente 19 
pares de bases (Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15, 188). Dicer se ha 
implicado también en la extracción de ARN temporales pequeños de 21 y 22 nucleótidos (ARNtp) de ARN precursor 
de estructura conservada que están implicados en el control traduccional (Hutvagner et al., 2001, Science, 293, 45 
834). La respuesta de iARN presenta también un complejo de endonucleasa, al que se hace referencia comúnmente 
como complejo silenciador inducido por ARN (RISC), que media la escisión de ARN monocatenario que tiene 
complementariedad de secuencia con la hebra anticodificante de dúplex de ARNic. La escisión del ARN diana tiene 
lugar en medio de la región complementaria de la hebra anticodificante del dúplex de ARNic (Elbashir et al., 2001, 
Genes Dev., 15, 188). 50 
 
La iARN se ha estudiado en una variedad de sistemas. Fire et al., 1998, Nature, 391, 806, fueron los primeros en 
observar iARN en C. elegans. Bahramian y Zarbl, 1999, Molecular and Cellular Biology, 19, 274-283 y Wianny y 
Goetz, 1999, Nature Cell Biol., 2, 70, describen iARN mediada por ARNbc en sistemas de mamíferos. Hammond et 
al., 2000, Nature, 404, 293, describen iARN en células de Drosophila transfectadas con ARNbc. Elbashir et al., 2001, 55 
Nature, 411, 494 y Tuschl et al., publicación internacional PCT nº WO 01/75164, describen iARN inducida por la 
introducción de dúplex de ARN de 21 nucleótidos sintéticos en células de mamífero cultivadas, incluyendo células de 
riñón embrionario humanas y HeLa. Recientes trabajos en lisados embrionarios de Drosophila (Elbashir et al., 2001, 
EMBO J., 20, 6877 y Tuschl et al., publicación internacional PCT nº WO 01/75164) han revelado ciertos requisitos de 
la longitud, estructura, composición química y secuencia de ARNic que son esenciales para mediar una actividad de 60 
iARN eficaz. 
 
Las moléculas de ácido nucleico (por ejemplo, que tienen rasgos estructurales como se dan a conocer en la 
presente memoria) pueden inhibir o regular negativamente la expresión génica o la replicación vírica mediando la 
interferencia de ARN “iARN” o silenciamiento génico de manera específica de secuencia; véanse, p.ej., Zamore et 65 
al., 2000, Cell, 101, 25-33; Bass, 2001, Nature, 411, 428-429; Elbashir et al., 2001, Nature, 411, 494-498 y Kreutzer 
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et al., publicación internacional PCT nº WO 00/44895; Zernicka-Goetz et al., publicación internacional PCT nº WO 
01/36646; Fire, publicación internacional PCT nº WO 99/32619; Plaetinck et al., publicación internacional PCT nº WO 
00/01846; Mello y Fire, publicación internacional PCT nº WO 01/29058; Deschamps-Depaillette, publicación 
internacional PCT nº WO 99/07409 y Li et al., publicación internacional PCT nº WO 00/44914; Allshire, 2002, 
Science, 297, 1818-1819; Volpe et al., 2002, Science, 297, 1833-1837; Jenuwein, 2002, Science, 297, 2215-2218 y 5
Hall et al., 2002, Science, 297, 2232-2237; Hutvagner y Zamore, 2002, Science, 297, 2056-60; McManus et al., 
2002, RNA, 8, 842-850; Reinhart et al., 2002, Gene & Dev., 16, 1616-1626 y Reinhart y Bartel, 2002, Science, 297, 
1831).

Una molécula de ácido nucleico ANic puede ensamblarse a partir de dos hebras polinucleotídicas separadas, en que 10
una hebra es la hebra codificante y la otra es la hebra anticodificante, en la que las hebras anticodificante y 
codificante son autocomplementarias (concretamente, cada hebra incluye una secuencia nucleotídica que es 
complementaria de la secuencia nucleotídica de la otra hebra); tal como cuando la hebra anticodificante y hebra 
codificante forman un dúplex o estructura bicatenaria que tiene cualquier longitud y estructura como se describe en 
la presente memoria para moléculas de ácido nucleico como se proporcionan, por ejemplo, en las que la región 15
bicatenaria (región de dúplex) es de aproximadamente 15 a aproximadamente 49 (p.ej., de aproximadamente 17, 18, 
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49
pares de bases); la hebra anticodificante incluye una secuencia nucleotídica que es complementaria de la secuencia 
nucleotídica en una molécula de ácido nucleico diana (concretamente, ARNm de hsp47) o una porción de la misma y 
la hebra codificante incluye una secuencia nucleotídica correspondiente a la secuencia de ácido nucleico diana o 20
una porción de la misma (p.ej., de aproximadamente 17 a aproximadamente 49 o más nucleótidos de las moléculas 
de ácido nucleico de la presente memoria son complementarias del ácido nucleico diana o una porción del mismo).

En ciertos aspectos y realizaciones, una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) proporcionada en 
la presente memoria puede ser una molécula de “longitud de RISC” o puede ser un sustrato de Dicer como se 25
describe con más detalle a continuación.

Una molécula de ácido nucleico ANic puede incluir secuencias o regiones codificantes y anticodificantes separadas
en que las regiones codificantes y anticodificantes se ligan covalentemente por moléculas ligadoras nucleotídicas o 
no nucleotídicas como es conocido en la materia, o se ligan como alternativa no covalentemente mediante 30
interacciones iónicas, enlaces de hidrógeno, interacciones de van der Waals, interacciones hidrófobas y/o 
interacciones de apilado. Las moléculas de ácido nucleico pueden incluir una secuencia de ácido nucleico que es 
complementaria de la secuencia nucleotídica de un gen diana. Las moléculas de ácido nucleico pueden 
interaccionar con la secuencia nucleotídica de un gen diana de manera que cause la inhibición de la expresión del 
gen diana.35

Como alternativa, se ensambla una molécula de ácido nucleico ANic a partir de un solo polinucleótido, en que las 
regiones codificante y anticodificante autocomplementarias de las moléculas de ácido nucleico se ligan mediante un 
ligador o ligadores basados en ácido nucleico o no en ácido nucleico, concretamente la hebra anticodificante y la 
hebra codificante son parte de un solo polinucleótido que tiene una región anticodificante y una región codificante 40
que se pliegan formando una región de dúplex (por ejemplo, formando una estructura de “horquilla” como es bien 
conocido en la materia). Dichas moléculas de ácido nucleico ANic pueden ser un polinucleótido con un dúplex, un 
dúplex asimétrico, estructura secundaria de horquilla u horquilla asimétrica que tiene regiones codificantes y 
anticodificantes autocomplementarias, en la que la región anticodificante incluye una secuencia nucleotídica que es 
complementaria de la secuencia nucleotídica de una molécula de ácido nucleico diana separada o una porción de la 45
misma, y la región codificante tiene una secuencia nucleotídica correspondiente a la secuencia de ácido nucleico 
diana (p.ej., una secuencia de ARNm de hsp47). Dichas moléculas de ácido nucleico ANic pueden ser un 
polinucleótido monocatenario circular que tiene dos o más estructuras de bucle y un tallo que comprende regiones 
codificantes y anticodificantes autocomplementarias, en las que la región anticodificante incluye una secuencia 
nucleotídica que es complementaria de la secuencia nucleotídica de una molécula de ácido nucleico diana o una 50
porción de la misma y la región codificante tiene una secuencia nucleotídica correspondiente a la secuencia de ácido 
nucleico diana o una porción de la misma, y en las que el polinucleótido circular puede procesarse in vivo o in vitro
generando una molécula de ácido nucleico activa capaz de mediar la iARN.

Se usa la siguiente nomenclatura a menudo en la materia para describir las longitudes y salientes de moléculas de 55
ANic, y puede usarse a lo largo de la memoria descriptiva y los ejemplos. Los nombres dados a los dúplex indican la
longitud de los oligómeros y la presencia o ausencia de salientes. Por ejemplo, un dúplex “21+2” contiene dos 
hebras de ácido nucleico, siendo ambas de 21 nucleótidos de longitud, también denominado un dúplex de ARNic de 
21 unidades o un ácido nucleico de 21 unidades, que tiene un saliente 3’ de 2 nucleótidos. Un diseño “21−2” hace 
referencia a un dúplex de ácido nucleico de 21 unidades con un saliente 5’ de 2 nucleótidos. Un diseño 21-0 es un 60
dúplex de ácido nucleico de 21 unidades sin salientes (romo). Un “21+2UU” es un dúplex de 21 unidades con un 
saliente 3’ de 2 nucleótidos y los 2 nucleótidos terminales en los extremos 3’ son ambos residuos de U (que pueden 
dar como resultado desapareamiento con la secuencia diana). La nomenclatura anteriormente mencionada puede 
aplicarse a moléculas de ANic de diversas longitudes de hebras, dúplex y salientes (tales como 19−0, 21+2, 27+2 y 
similares). En una nomenclatura alternativa, pero similar, un “25/27” es un dúplex asimétrico que tiene una hebra 65
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codificante de 25 bases y una hebra anticodificante de 27 bases con un saliente 3’ de 2 nucleótidos. Un “27/25” es 
un dúplex asimétrico que tiene una hebra codificante de 27 bases y una hebra anticodificante de 25 bases.

Modificaciones químicas
5

En ciertos aspectos y realizaciones, las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) como se 
proporcionan en la presente memoria incluyen una o más modificaciones (o modificaciones químicas). En ciertas 
realizaciones, dichas modificaciones incluyen cualquier cambio en una molécula de ácido nucleico o polinucleótido 
que haría a la molécula diferente de un ribonucleótido o molécula de ARN estándar (concretamente, que incluye 
restos de adenosina, citosina, uracilo o guanosina estándares); a los que puede hacerse referencia como un 10
ribonucleótido “no modificado” o ácido ribonucleico no modificado. Puede hacerse referencia a las bases y 
polinucleótidos de ADN tradicionales que tienen un 2’-desoxiazúcar representado por restos de adenosina, citosina, 
timina o guanosina como un “desoxirribonucleótido no modificado” o “ácido desoxirribonucleico no modificado”, por 
consiguiente, el término “nucleótido no modificado” o “ácido nucleico no modificado” como se usa en la presente 
memoria hace referencia a un “ribonucleótido no modificado” o “ácido ribonucleico no modificado”, a menos que 15
haya una indicación clara de lo contrario. Dichas modificaciones pueden ser en el azúcar nucleotídico, base 
nucleotídica, grupo fosfato nucleotídico y/o el esqueleto de fosfato de un polinucleótido.

En ciertas realizaciones, pueden usarse modificaciones como se dan a conocer en la presente memoria para 
aumentar la actividad de iARN de una molécula y/o para aumentar la estabilidad in vivo de las moléculas, 20
particularmente la estabilidad sérica, y/o para aumentar la biodisponibilidad de las moléculas. Los ejemplos no 
limitantes de modificaciones incluyen, sin limitación, ligamientos internucleotídicos o internucleosídicos; 
desoxinucleótidos o didesoxirribonucleótidos en cualquier posición y hebra de la molécula de ácido nucleico; ácido 
nucleico (p.ej., ácido ribonucleico) con una modificación en la posición 2’ seleccionada preferiblemente de amino, 
fluoro, metoxilo, alcoxilo y alquilo; 2′-desoxirribonucleótidos, 2′-O-metilrribonucleótidos, 2′-desoxi-2′-25
fluororribonucleotidos, nucleótidos de “base universal”, nucleótidos “acíclicos”, 5-C-metilnucleótidos, grupo biotina y 
glicerilo terminal y/o la incorporación de residuos desoxiabásicos invertidos, moléculas estéricamente impedidas 
tales como moléculas fluorescentes y similares. Otros modificadores nucleotídicos podrían incluir 3′-desoxiadenosina
(cordicepina), 3′-azido-3′-desoxitimidina (AZT), 2′,3′-didesoxiinosina (ddI), 2′,3′-didesoxi-3′-tiacitidina (3TC), 2′,3′-
dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T) y los nucleótidos monofosfatados de 3′-azido-3′-desoxitimidina (AZT), 2′,3′-30
didesoxi-3′-tiacitidina (3TC) y 2′,3′-dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T). Se describen con más detalle a 
continuación detalles adicionales sobre diversas modificaciones. 

Los nucleótidos modificados incluyen aquellos que tienen una conformación Northern (p.ej., ciclo de seudorrotación 
Northern, véase por ejemplo Saenger, “Principles of Nucleic Acid Structure”, Springer-Verlag ed., 1984). Los 35
ejemplos no limitantes de nucleótidos que tienen configuración Northern incluyen nucleótidos de ácido nucleico 
bloqueado (ANB) (p.ej., 2′-O,4′-C-metileno-(D-ribofuranosil)nucleótidos); 2′-metoxietoxinucleótidos (MOE); 2′-
metiltioetil-, 2′-desoxi-2′-fluoronucleótidos, 2′-desoxi-2′-cloronucleótidos, 2′-azidonucleótidos y 2′-O-metilnucleótidos. 
Los ácidos nucleicos bloqueados o ANB se describen, por ejemplo, en Elman et al., 2005; Kurreck et al., 2002; 
Crinelli et al., 2002; Braasch y Corey, 2001; Bondensgaard et al., 2000; Wahlestedt et al., 2000 y las publicaciones 40
internacionales de patente nº WO 00/47599, WO 99/14226, y WO 98/39352 y WO 2004/083430. En una realización,
se incorpora un ANB a extremo 5’ de la hebra codificante. 

Las modificaciones químicas incluyen también ácidos nucleicos no bloqueados, o ANNB, que son análogos acíclicos 
no nucleotídicos en que no está presente el enlace C2′-C3′ (aunque los ANNB no son verdaderamente nucleótidos, 45
se incluyen expresamente en el alcance de los nucleótidos “modificados” o ácidos nucleicos modificados como se 
contemplan en la presente memoria). En realizaciones particulares, las moléculas de ácido nucleico con un saliente 
pueden modificarse para tener ANNB en las posiciones de saliente (concretamente, saliente de 2 nucleótidos). En 
otras realizaciones, se incluyen ANNB en los extremos 3’ o 5’. Un ANNB puede localizarse en cualquier lugar a lo 
largo de una hebra de ácido nucleico, concretamente en la posición 7. Las moléculas de ácido nucleico pueden 50
contener uno o más ANNB. Se dan a conocer ANNB ejemplares en “Nucleic Acids Symposium Series” nº 52 pág.
133-134 (2008). En ciertas realizaciones, una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se 
describe en la presente memoria incluye uno o más ANNB o un ANNB. En algunas realizaciones, una molécula de 
ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se describe en la presente memoria que tiene un saliente 3’ 
incluye uno o más ANNB en el saliente 3′. En algunas realizaciones, una molécula de ácido nucleico (p.ej., una 55
molécula de ANic) como se describe en la presente memoria incluye un ANNB (por ejemplo un ANNB) en la hebra 
anticodificante; por ejemplo en posición 6 o posición 7 de la hebra anticodificante. Las modificaciones químicas 
incluyen también análogos nucleotídicos sin apareamiento, por ejemplo como se dan a conocer en la presente 
memoria. Las modificaciones químicas incluyen adicionalmente restos no convencionales como se dan a conocer en
la presente memoria.60

Las modificaciones químicas incluyen también modificaciones terminales en la parte 5’ y/o 3’ de los oligonucleótidos 
y son también conocidas como restos de caperuza. Dichas modificaciones terminales se seleccionan de un 
nucleótido, un nucleótido modificado, un lípido, un péptido y un azúcar.

65
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Las modificaciones químicas incluyen también “análogos nucleotídicos de anillo de 6 miembros” de 6 miembros. Se 
dan a conocer ejemplos de análogos nucleotídicos de anillo de 6 miembros en Allart, et al. (Nucleosides & 
Nucleotides, 1998, 17: 1523-1526; y Pérez-Pérez, et al., 1996, Bioorg. and Medicinal Chem Letters 6: 1457-1460). 
Se dan a conocer oligonucleótidos que incluyen análogos nucleotídicos de anillo de 6 miembros que incluyen 
monómeros nucleotídicos de hexitol y altritol en la publicación de solicitud de patente internacional nº WO 5
2006/047842.

Las modificaciones químicas incluyen también nucleótidos “espejo” que tienen una quiralidad invertida en 
comparación con los nucleótidos de origen natural, es decir, un nucleótido espejo puede ser un análogo “L-
nucleotídico” de D-nucleótidos de origen natural (véase la patente de EE.UU. nº 6.602.858). Los nucleótidos espejo 10
pueden incluir adicionalmente al menos una modificación en azúcar o base y/o una modificación en esqueleto, por 
ejemplo como se describe en la presente memoria, tal como un resto fosforotioato o fosfonato. La patente de EE.UU. 
nº 6.602.858 da a conocer catalizadores de ácido nucleico que incluyen al menos una sustitución L-nucleotídica. Los 
nucleótidos espejo incluyen, por ejemplo, L-ADN (3’-fosfato de L-desoxirriboadenosina (espejo de dA); 3’-fosfato de 
L-desoxirribocitidina (espejo de dC); 3’-fosfato de L-desoxirriboguanosina (espejo de dG); 3’-fosfato de L-15
desoxirribotimidina (imagen especular de dT)) y L-ARN (3’-fosfato de L-riboadenosina (espejo de rA); 3’-fosfato de L-
ribocitidina (espejo de rC); 3’-fosfato de L-riboguanosina (espejo de rG); 3’-fosfato de L-ribouracilo (espejo de dU).

En algunas realizaciones, los ribonucleótidos modificados incluyen desoxirribonucleótidos modificados, por ejemplo 
5′OMe-ADN (3’-fosfato de 5-metildesoxirriboguanosina) que pueden ser útiles como nucleótidos en posición 5’-20
terminal (posición número 1); PACE (3’-fosfonoacetato de desoxirriboadenosina, 3’-fosfonoacetato de 
desoxirribocitidina, 3’-fosfonoacetato de desoxirriboguanosina y 3’-fosfonoacetato de desoxirribotimidina.

Pueden estar presentes modificaciones en una o más hebras de una molécula de ácido nucleico dada a conocer en 
la presente memoria, p.ej., en la hebra codificante, la hebra anticodificante o ambas hebras. En ciertas realizaciones, 25
la hebra anticodificante puede incluir modificaciones y la hebra codificante puede incluir solo ARN no modificado.

Nucleobases

Las nucleobases del ácido nucleico dado a conocer en la presente memoria pueden incluir ribonucleótidos no 30
modificados (purinas y pirimidinas) tales como adenina, guanina, citosina y uracilo. Las nucleobases en una o ambas 
hebras pueden modificarse con nucleobases naturales y sintéticas tales como timina, xantina, hipoxantina, inosina, 
2-aminoadenina, derivados de 6-metilo y otros alquílicos de adenina y guanina, cualquier nucleótido “de base 
universal”; derivados de 2-propilo y otros alquílicos de adenina y guanina, 5-halogenouracilo y -citosina, 5-
propiniluracilo y -citosina, 6-azouracilo, -citosina y -timina, 5-uracilo (seudouracilo), 4-tiouracilo, 8-halo-, -amino-, -35
tiol-, -tioalquil-, -hidroxil- y otras adeninas y guaninas 8-sustitiuidas, 5-trifluorometil- y otros uracilos y citosinas 5-
sustituidos, 7-metilguanina, desazapurinas, análogos heterocíclicos sustituidos de purinas y pirimidinas, p.ej., 
derivados de aminoetiloxifenoxazina de purinas y pirimidinas (p.ej., derivados de 1-alquilo, 1-alquenilo, 
heteroaromáticos y 1-alquinilo) y tautómeros de los mismos, 8-oxo-N-6-metiladenina, 7-diazaxantina, 5-metilcitosina, 
5-metiluracilo, 5-(1-propinil)uracilo, 5-(1-propinil)citosina y 4,4-etanocitosina). Otros ejemplos de bases adecuadas 40
incluyen bases no purínicas y no pirimidínicas tales como 2-aminopiridina y triazinas.

Restos de azúcar

Los restos de azúcar en los ácidos nucleicos dados a conocer en la presente memoria pueden incluir un resto de 45
azúcar 2′-hidroxipentofuranosilo sin ninguna modificación. Como alternativa, los restos de azúcar pueden estar 
modificados tales como resto de azúcar 2′-desoxipentofuranosilo, D-ribosa, hexosa, modificación en la posición 2’ 
del resto de azúcar pentofuranosilo tal como 2′-O-alquilo (incluyendo 2′-O-metilo y 2′-O-etilo), concretamente 2′-
alcoxilo, 2′-amino, 2′-O-alilo, 2′-S-alquilo, 2′-halógeno (incluyendo 2′-fluoro, -cloro y -bromo), 2′-metoxietoxilo, 2′-O-
metoxietilo, 2′-O-2-metoxietilo, 2′-aliloxilo (-OCH2CH═CH2), 2′-propargilo, 2′-propilo, etinilo, etenilo, propenilo, CF, 50
ciano, imidazol, carboxilato, tioato, alquilo inferior C1 a C10, alquilo, alcarilo o aralquilo inferiores sustituidos, OCF3, 
OCN, O-, S- o N-alquilo; O-, S o N-alquenilo; SOCH3; SO2CH3; ONO2; NO2, N3; heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; 
aminoalquilamino; polialquilamino o sililo sustituido como, entre otros, por ejemplo como se describen en las 
patentes europeas EP 0.586.520 B1 o EP 0.618.925 B1.

55
Grupo alquilo incluye grupos alifáticos saturados, incluyendo grupos alquilo de cadena lineal (p.ej., metilo, etilo, 
propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, nonilo, decilo, etc.), grupos alquilo de cadena ramificada (isopropilo,
terc-butilo, isobutilo, etc.), grupos cicloalquilo (alicíclicos) (ciclopropilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo,
ciclooctilo), grupos cicloalquilo sustituidos con alquilo y grupos alquilo sustituidos con cicloalquilo. En ciertas 
realizaciones, un alquilo de cadena lineal o cadena ramificada tiene 6 o menos átomos de carbono en su esqueleto 60
(p.ej., C1-C6 para cadena lineal, C3-C6 para cadena ramificada), y más preferiblemente 4 o menos. Igualmente, los 
cicloalquilos preferidos pueden tener 3-8 átomos de carbono en su estructura de anillo, y más preferiblemente tienen 
5 o 6 carbonos en la estructura de anillo. El término C1-C6 incluye grupos alquilo que contienen de 1 a 6 átomos de 
carbono. El grupo alquilo puede ser un grupo alquilo sustituido tal como restos alquilo que tienen sustituyentes que 
reemplazan a un hidrógeno en uno o más carbonos del esqueleto hidrocarburo. Dichos sustituyentes pueden incluir, 65
por ejemplo, alquenilo, alquinilo, halógeno, hidroxilo, alquilcarboniloxilo, arilcarboniloxilo, alcoxicarboniloxilo, 
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ariloxicarboniloxilo, carboxilato, alquilcarbonilo, arilcarbonilo, alcoxicarbonilo, aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo,
dialquilaminocarbonilo, alquiltiocarbonilo, alcoxilo, fosfato, fosfonato, fosfinato, ciano, amino (incluyendo alquilamino, 
dialquilamino, arilamino, diarilamino y alquilarilamino), acilamino (incluyendo alquilcarbonilamino, arilcarbonilamino, 
carbamoílo y ureido), amidino, imino, sulfhidrilo, alquiltio, ariltio, tiocarboxilato, sulfatos, alquilsulfinilo, sulfonato, 
sulfamoílo, sulfonamido, nitro, trifluorometilo, ciano, azido, heterociclilo, alquilarilo o un resto aromático o 5
heteroaromático.

El grupo alcoxilo incluye grupos alquilo, alquenilo y alquinilo sustituidos ligados covalentemente a un átomo de 
oxígeno. Los ejemplos de grupos alcoxilo incluyen grupos metoxilo, etoxilo, isopropiloxilo, propoxilo, butoxilo y 
pentoxilo. Los ejemplos de grupos alcoxilo sustituidos incluyen grupos alcoxilo halogenados. Los grupos alcoxilo 10
pueden sustituirse por grupos tales como restos alquenilo, alquinilo, halógeno, hidroxilo, alquilcarboniloxilo, 
arilcarboniloxilo, alcoxicarboniloxilo, ariloxicarboniloxilo, carboxilato, alquilcarbonilo, arilcarbonilo, alcoxicarbonilo,
aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo, dialquilaminocarbonilo, alquiltiocarbonilo, alcoxilo, fosfato, fosfonato, fosfinato,
ciano, amino (incluyendo alquilamino, dialquilamino, arilamino, diarilamino y alquilarilamino), acilamino (incluyendo 
alquilcarbonilamino, arilcarbonilamino, carbamoílo y ureido), amidino, imino, sulfhidrilo, alquiltio, ariltio, tiocarboxilato, 15
sulfatos, alquilsulfinilo, sulfonato, sulfamoílo, sulfonamido, nitro, trifluorometilo, ciano, azido, heterociclilo, alquilarilo o
aromáticos o heteroaromáticos. Los ejemplos de grupos alcoxilo sustituidos con halógeno incluyen, pero sin 
limitación, fluorometoxilo, difluorometoxilo, trifluorometoxilo, clorometoxilo, diclorometoxilo, triclorometoxilo, etc.

En algunas realizaciones, el anillo de pentafuranosilo puede reemplazarse por derivados acíclicos que carecen del 20
enlace C2′-C3′ del anillo de pentafuranosilo. Por ejemplo, los aciclonucleótidos pueden sustituir con un grupo 2-
hidroxietoximetilo el azúcar de 2′-desoxirribofuranosilo normalmente presente en los dNMP.

Los halógenos incluyen flúor, bromo, cloro y yodo.
25

Esqueleto 

Las subunidades nucleosídicas del ácido nucleico dado a conocer en la presente memoria pueden ligarse entre sí 
por un enlace fosfodiéster. El enlace fosfodiéster puede estar opcionalmente sustituido por otros ligamientos. Por 
ejemplo, ligamientos de fosforotioato, entidades de tiofosfato-D-ribosa, triéster, tioato, esqueleto de puente 2′-5′ (al 30
que puede hacerse referencia también como nucleótido 5′-2′ o 2′-5′ o ribonucleótido 2′-5′), PACE, 3′-(o -5′)desoxi-3′-
(o -5′)tiofosforotioato, fosforoditioato, fosforoseleniatos, 3′-(o -5′)desoxifosfinatos, boranofosfatos, 3′-(o -5′)desoxi-3′-
(o 5′-)aminofosforamidatos, hidrogenofosfonatos, fosfonatos, ésteres de boranofosfato, fosforamidatos, alquil- o 
arilfosfonatos y modificaciones de fosfotriéster tales como alquilfosfotriésteres, ligamientos de fósforo de 
fosfotriéster, 5′-etoxifosfodiéster, P-alquiloxifosfotriéster, metilfosfonato y ligamientos que no contienen fósforo, por 35
ejemplo, carbonato, carbamato, sililo, azufre, sulfonato, sulfonamida, formacetal, tioformacetilo, oxima, metilenimino, 
metilenometilimino, metilenhidrazo, metilenodimetilhidrazo y metilenoximetilimino.

Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden incluir un esqueleto de ácido 
peptidonucleico (APN). El esqueleto de APN incluye unidades de N-(2-aminoetil)glicina repetidas ligadas por enlaces40
peptídicos. Las diversas bases tales como purina, pirimidina, bases naturales y sintéticas están ligadas al esqueleto 
por enlaces de metilenocarbonilo.

Fosfatos terminales
45

Pueden hacerse modificaciones en los grupos fosfato terminales. Pueden usarse ejemplos no limitantes de 
diferentes químicas de estabilización, p.ej. para estabilizar el extremo 3’ de las secuencias de ácido nucleico, 
incluyendo (1) desoxirribosa [3-3′]-invertida; (2) desoxirribonucleótido; (3) [5′-3′]-3′-desoxirribonucleótidoo; (4) [5′-3′]-
ribonucleótido; (5) [5′-3′]-3′-O-metilrribonucleótido; (6) 3′-glicerilo; (7) [3′-5′]-3′-desoxirribonucleótido; (8) [3′-3′]-
desoxirribonucleótido; (9) [5′-2′]-desoxirribonucleótido y (10) [5-3′]-didesoxirribonucleótido. Además, las químicas de 50
esqueleto no modificado pueden combinarse con una o más modificaciones de esqueleto diferentes descritas en la 
presente memoria.

Los grupos fosfato terminales modificados químicamente ejemplares incluyen aquellos mostrados a continuación:
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Conjugados

Los nucleótidos y moléculas de ácido nucleico modificados (p.ej., moléculas de ANic) proporcionados en la presente 
memoria pueden incluir conjugados, por ejemplo, un conjugado conectado covalentemente con la molécula de ácido 5
nucleico modificada químicamente. Los ejemplos no limitantes de conjugados incluyen conjugados y ligandos 
descritos en Vargeese et al., documento de EE.UU. nº de serie 10/427.160. El conjugado puede estar conectado 
covalentemente con una molécula de ácido nucleico (tal como una molécula de ANic) a través de un ligador 
biodegradable. La molécula conjugada puede estar conectada con el extremo 3’ de cualquiera de la hebra 
codificante, la hebra anticodificante o ambas hebras de la molécula de ácido nucleico modificada químicamente. La 10
molécula de conjugado puede estar conectada con el extremo 5’ de cualquiera de la hebra codificante, la hebra 
anticodificante o ambas hebras de la molécula de ácido nucleico modificada químicamente. La molécula de 
conjugación puede estar conectada a través de ambos extremos 3’ y 5’ de cualquiera de la hebra codificante, hebra 
anticodificante o ambas hebras de la molécula de ácido nucleico modificada químicamente o cualquier combinación 
de las mismas. En una realización, una molécula conjugada puede incluir una molécula que facilita el suministro de 15
una molécula de ácido nucleico modificada químicamente a un sistema biológico tal como una célula. En otra 
realización, la molécula conjugada conectada con la molécula de ácido nucleico modificada químicamente es un 
polietilenglicol, seroalbúmina humana o un ligando de un receptor celular que puede mediar la captación celular. Los 
ejemplos de moléculas conjugadas específicas contemplados por la presente invención que pueden conectarse con 
moléculas de ácido nucleico modificadas químicamente se describen en Vargeese et al., documento de EE.UU. nº 20
de serie 10/201.394.

Ligadores

Una molécula de ácido nucleico proporcionada en la presente memoria (p.ej., un ANic) puede incluir un ligamiento 25
nucleotídico, no nucleotídico o mixto nucleotídico/no nucleotídico que une la región codificante del ácido nucleico con 
la región anticodificante del ácido nucleico. Un ligador nucleotídico puede ser un ligador de ≧ 2 nucleótidos de 
longitud, por ejemplo de aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucleótidos de longitud. El ligador nucleotídico 
puede ser un aptámero de ácido nucleico. Se hace referencia como “aptámero” o “aptámero de ácido nucleico” como 
se usa en la presente memoria a una molécula de ácido nucleico que se une específicamente a una molécula diana, 30
en el que la molécula de ácido nucleico tiene una secuencia que incluye una secuencia reconocida por la molécula 
diana en su entorno natural. Como alternativa, el aptámero puede ser una molécula de ácido nucleico que se une a 
una molécula diana (tal como ARNm de hsp47), en que la molécula diana no se une naturalmente a un ácido 
nucleico. Por ejemplo, puede usarse un aptámero para unirse a un dominio de unión a ligando de una proteína, 
previniendo así la interacción del ligando de origen natural con la proteína. Este es un ejemplo no limitante y los 35
especialistas en la materia reconocerán que pueden generarse fácilmente otras realizaciones usando técnicas 
generalmente conocidas en la materia. Véanse, p.ej., Gold et al.; 1995, Annu. Rev. Biochem., 64, 763; Brody y Gold, 
2000, J. Biotechnol., 74, 5; Sun, 2000, Curr. Opin. Mol. Ther., 2, 100; Kusser, 2000, J. Biotechnol., 74, 27; Hermann
y Patel, 2000, Science, 287, 820 y Jayasena, 1999, Clinical Chemistry, 45, 1628.

40
Un ligador no nucleotídico puede incluir un nucleótido abásico, poliéter, poliamina, poliamida, péptido, carbohidrato, 
lípido, polihidrocarburo u otros compuestos poliméricos (p.ej. polietilenglicoles tales como aquellos que tienen entre
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2 y 100 unidades de etilenglicol). Los ejemplos específicos incluyen aquellos descritos por Seela y Kaiser, Nucleic 
Acids Res. 1990, 18: 6353 y Nucleic Acids Res. 1987, 15: 3113; Cload y Schepartz, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113:
6324; Richardson y Schepartz, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113: 5109; Ma et al., Nucleic Acids Res. 1993, 21: 2585 y 
Biochemistry 1993, 32:1751; Durand et al., Nucleic Acids Res. 1990, 18: 6353; McCurdy et al., Nucleosides & 
Nucleotides 1991, 10: 287; Jschke et al., Tetrahedron Lett. 1993, 34: 301; Ono et al., Biochemistry 1991, 30: 9914; 5
Arnold et al., publicación internacional nº WO 89/02439; Usman et al., publicación internacional nº WO 95/06731; 
Dudycz et al., publicación internacional nº WO 95/11910 y Ferentz y Verdine, J. Am. Chem. Soc. 1991, 113: 4000.

Extremos 5’, extremos 3’ y salientes
10

Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria (p.ej., moléculas de ANic) pueden ser de 
extremos romos por ambos lados, tener salientes en ambos lados o una combinación de extremos romos y 
salientes. Los salientes pueden aparecer en cualquier de los extremos 5’ o 3’ de la hebra codificante o 
anticodificante.

15
Los extremos 5′ y/o 3′ de moléculas de ácido nucleico bicatenarias (p.ej., ANic) pueden ser de extremos romos o 
tener un saliente. El extremo 5’ puede ser de extremo romo y el extremo 3’ tener un saliente en cualquiera de la 
hebra codificante o la hebra anticodificante. En otras realizaciones, el extremo 3’ puede ser de extremo romo y el 
extremo 5’ tiene un saliente en cualquiera de la hebra codificante o la hebra anticodificante. En aún otras 
realizaciones, ambos extremos 5’ y 3’ son de extremos romos o ambos extremos 5’ y 3’ tienen salientes. 20

El extremo 5’ y/o 3’ de una o ambas hebras del ácido nucleico puede incluir un grupo hidroxilo libre. El extremo 5’ y/o 
3’ de cualquier hebra de molécula de ácido nucleico puede estar modificado para incluir una modificación química. 
Dicha modificación puede estabilizar las moléculas de ácido nucleico, p.ej., el extremo 3’ puede tener una estabilidad 
aumentada debida a la presencia de la modificación de la molécula de ácido nucleico. Los ejemplos de 25
modificaciones terminales (p.ej., caperuzas terminales) incluyen, pero sin limitación, abásico, desoxiabásico, 
(desoxi)abásico invertido, glicerilo, dinucleotídico, nucleótido acíclico, amino, fluoro, cloro, bromo, CN, CF, metoxilo, 
imidazol, carboxilato, tioato, alquilo inferior C1 a C10, alquilo inferior sustituido, alcarilo o aralquilo, OCF3, OCN, O-, S-
o N-alquilo; O-, S- o N-alquenilo; SOCH3; SO2CH3; ONO2; NO2, N3; heterocicloalquilo; heterocicloalcarilo; 
aminoalquilamino; polialquilamino o sililo sustituido como se describen, entre otros, en las patentes europeas EP 30
586.520 y EP 618.925 y otras modificaciones dadas a conocer en la presente memoria.

Las moléculas de ácido nucleico incluyen aquellas con extremos romos, concretamente extremos que no incluyen 
ningún nucleótido saliente. Una molécula de ácido nucleico puede incluir uno o más extremos romos. La molécula de 
ácido nucleico de extremos romos tiene una serie de pares de bases igual al número de nucleótidos presentes en 35
cada hebra de la molécula de ácido nucleico. La molécula de ácido nucleico puede incluir un extremo romo, por 
ejemplo cuando el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante no tienen nucleótidos 
salientes. La molécula de ácido nucleico puede incluir un extremo romo, por ejemplo cuando el extremo 3’ de la 
hebra anticodificante y el extremo 5’ de la hebra codificante no tienen nucleótidos salientes. Una molécula de ácido 
nucleico puede incluir dos extremos romos, por ejemplo cuando el extremo 3’ de la hebra anticodificante y el 40
extremo 5’ de la hebra codificante, así como el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra 
codificante, no tienen nucleótidos salientes. Otros nucleótidos presentes en una molécula de ácido nucleico de 
extremos romos pueden incluir, por ejemplo, desapareamientos, protuberancias, bucles o pares de bases oscilantes 
para modular la actividad de la molécula de ácido nucleico para mediar la interferencia de ARN.

45
En ciertas realizaciones de las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) proporcionadas en la presente 
memoria, al menos una de las moléculas tiene un saliente de al menos un nucleótido (por ejemplo, 1 a 8 nucleótidos 
salientes). Por ejemplo, una o ambas hebras de una molécula de ácido nucleico bicatenaria dada a conocer en la 
presente memoria pueden tener un saliente en el extremo 5’ o en el extremo 3’ o en ambos. Puede estar presente 
un saliente en cualquiera o ambas de la hebra codificante y hebra anticodificante de la molécula de ácido nucleico. 50
La longitud del saliente puede ser tan pequeña como de 1 nucleótido y tan larga como de 1 a 8 o más nucleótidos 
(p.ej., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 nucleótidos; en algunas realizaciones preferidas, el saliente es de 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 
nucleótidos; por ejemplo un saliente puede ser de 2 nucleótidos. El nucleótido o nucleótidos que forman el saliente 
pueden incluir un desoxirribonucleótido o desoxirribonucleótidos, un ribonucleótido o ribonucleótidos, nucleobases 
naturales y no naturales o cualquier nucleótido modificado en el azúcar, base o grupo fosfato tal como se da a 55
conocer en la presente memoria. Una molécula de ácido nucleico bicatenaria puede tener ambos salientes 5’ y 3’. 
Los salientes en el extremo 5’ y 3’ pueden ser de diferentes longitudes. Un saliente puede incluir al menos una 
modificación de ácido nucleico que puede ser un desoxirribonucleótido. Pueden estar en el extremo 5’ uno o más 
desoxirribonucleótidos. El extremo 3’ de la contrahebra respectiva de la molécula de ácido nucleico puede no tener 
un saliente, más preferiblemente no un saliente desoxirribonucleotídico. El uno o más desoxirribonucleótidos pueden 60
ser 3’-terminales. El extremo 5’ de la contrahebra respectiva del ARNbc puede no tener un saliente, más 
preferiblemente no un saliente desoxirribonucleotídico. El saliente en cualquiera de los extremos 5′ o 3′ de una hebra 
puede ser de 1 a 8 (p.ej., de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) nucleótidos no apareados, preferiblemente el 
saliente es de 2-3 nucleótidos no apareados, más preferiblemente de 2 nucleótidos no apareados. Las moléculas de 
ácido nucleico pueden incluir moléculas de ácido nucleico de dúplex con extremos salientes de aproximadamente 1 65
a aproximadamente 20 (p.ej., de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 1, 15, 16, 17, 18, 19 o 20); 
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preferiblemente de 1-8 (p.ej., de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) nucleótidos, por ejemplo, dúplex de 
aproximadamente 21 nucleótidos con aproximadamente 19 pares de bases y salientes mononucleotídicos, 
dinucleotídicos o trinucleotídicos 3’-terminales. Las moléculas de ácido nucleico de la presente memoria pueden 
incluir moléculas de ácido nucleico de dúplex con extremos romos en que ambos extremos son romos, o como 
alternativa, en que uno de los extremos es romo. Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente 5
memoria pueden incluir uno o más extremos romos, concretamente cuando un extremo romo no tiene ningún 
nucleótido saliente. En una realización, la molécula de ácido nucleico de extremos romos tiene una serie de pares de 
bases igual al número de nucleótidos presentes en cada hebra de la molécula de ácido nucleico. La molécula de 
ácido nucleico puede incluir un extremo romo, por ejemplo cuando el extremo 5’ de la hebra anticodificante y el 
extremo 3’ de la hebra codificante no tienen ningún nucleótido saliente. La molécula de ácido nucleico puede incluir 10
un extremo romo, por ejemplo cuando el extremo 3’ de la hebra anticodificante y el extremo 5’ de la hebra 
codificante no tienen ningún nucleótido saliente. Una molécula de ácido nucleico puede incluir dos extremos romos, 
por ejemplo cuando el extremo 3’ de la hebra anticodificante y el extremo 5’ de la hebra codificante, así como el 
extremo 5’ de la hebra anticodificante y el extremo 3’ de la hebra codificante, no tienen ningún nucleótido saliente. 
En ciertas realizaciones preferidas, los compuestos de ácido nucleico son de extremos romos. Otros nucleótidos 15
presentes en una molécula de ANic de extremos romos pueden incluir, por ejemplo, desapareamientos, 
protuberancias, bucles o pares de bases oscilantes para modular la actividad de la molécula de ácido nucleico para 
medir la interferencia de ARN.

En muchas realizaciones, uno o más de, o todos, los nucleótidos salientes de una molécula de ácido nucleico (p.ej., 20
una molécula de ANic) como se describe en la presente memoria están modificados tal como se describe en la 
presente memoria; por ejemplo, uno o más, o todos, los nucleótidos pueden ser 2′-desoxinucleótidos.

Cantidad, localización y patrones de las modificaciones
25

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) dadas a conocer en la presente memoria pueden incluir 
nucleótidos modificados como un porcentaje del número total de nucleótidos presentes en la molécula de ácido 
nucleico. Como tal, la molécula de ácido nucleico puede incluir de aproximadamente 5 % a aproximadamente 100 %
de nucleótidos modificados (p.ej., aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 
55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de nucleótidos modificados). El porcentaje real de 30
nucleótidos modificados presentes en una molécula de ácido nucleico dada dependerá del número total de 
nucleótidos presentes en el ácido nucleico. Si la molécula de ácido nucleico es monocatenaria, la modificación 
porcentual puede estar basada en el número total de nucleótidos presentes en la molécula de ácido nucleico 
monocatenaria. Igualmente, si la molécula de ácido nucleico es bicatenaria, la modificación porcentual puede estar 
basada en el número total de nucleótidos presentes en la hebra codificante, hebra anticodificante o ambas hebras 35
codificante y anticodificante.

Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden incluir ARN no modificado como 
un porcentaje del número total de nucleótidos en la molécula de ácido nucleico. Como tal, una molécula de ácido 
nucleico puede incluir de aproximadamente 5 % a aproximadamente 100 % de nucleótidos modificados (p.ej., 40
aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 
80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % de los nucleótidos totales presentes en una molécula de ácido nucleico.

Una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) puede incluir una hebra codificante que incluye de 
aproximadamente 1 a aproximadamente 5, específicamente aproximadamente 1, 2, 3, 4 o 5 ligamientos 45
internucleotídicos de fosforotioato y/o uno o más (p.ej., aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o más) 2’-desoxi-, 2’-O-metil-, 
2’-desoxifluoro- y/o uno o más (p.ej., aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o más) nucleótidos modificados de base 
universal, y opcionalmente una molécula de caperuza terminal en el extremo 3’, el extremo 5’ o ambos extremos 3’ y 
5’ de la hebra codificante, y en la que la hebra anticodificante incluye de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 o
más, específicamente aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o más ligamientos internucleotídicos de fosforotioato y/o uno o 50
más (p.ej., aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más) 2′-desoxi-, 2′-O-metil-, 2′-desoxi-2′-fluoro- y/o uno o 
más (p.ej., aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más) nucleótidos modificados de base universal, y 
opcionalmente una molécula de caperuza terminal en el extremo 3’, el extremo 5’ o ambos extremos 3’ y 5’ de la 
hebra anticodificante. Una molécula de ácido nucleico puede incluir aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 
más nucleótidos de pirimidina de la hebra codificante y/o anticodificante del ácido nucleico que están modificados 55
químicamente con 2′-desoxi-, 2′-O-metil- y/o 2′-desoxi-2′-fluoronucleótidos, con o sin aproximadamente 1 a 
aproximadamente 5 o más, por ejemplo aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o más ligamientos internucleotídicos de 
fosforotioato y/o una molécula de caperuza terminal en el extremo 3’, el extremo 5’ o ambos extremos 3’ y 5’, que 
están presentes en la misma o diferente hebra.

60
Una molécula de ácido nucleico puede incluir de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 o más (específicamente 
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 o más) ligamientos internucleotídicos de fosforotioato en cada hebra de la molécula 
de ácido nucleico.

Una molécula de ácido nucleico puede incluir ligamientos internucleotídicos 2′-5′, por ejemplo en el extremo 3’, el 65
extremo 5’ o ambos extremos 3’ y 5’ de una o ambas de las hebras de secuencia de ácido nucleico. Además, el 
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ligamiento o ligamientos internucleotídicos 2′-5′ pueden estar presentes en diversas otras posiciones en una o 
ambas de las hebras de la secuencia del ácido nucleico, por ejemplo aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o 
más, incluyendo que cada ligamiento internucleotídico de un nucleótido pirimidínico en una o ambas hebras de la 
molécula de ANic puede incluir un ligamiento internucleotídico 2′-5′, o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o
más, incluyendo que cada ligamiento internucleotídico de un nucleótido purínico en una o ambas hebras de la 5
molécula de ARNic puede incluir un ligamiento internucleotídico 2′-5′.

Una molécula de ácido nucleico interferente corto (ANic) modificada químicamente puede incluir una región 
anticodificante, en la que cualquiera de (p.ej., uno o más o todos) los nucleótidos pirimidínicos presentes en la región 
anticodificante son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina (p.ej., en la que todos los nucleótidos pirimidínicos son 10
nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina o como alternativa una pluralidad de los nucleótidos de pirimidina son 
nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina), y en la que cualquiera de (p.ej., uno o más o todos) los nucleótidos 
purínicos presentes en la región anticodificante son nucleótidos de 2′-desoxipurina (p.ej., en la que todos los 
nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-desoxipurina o como alternativa una pluralidad de nucleótidos purínicos 
son nucleótidos de 2′-desoxipurina).15

Una molécula de ácido nucleico interferente corto (ANic) modificada químicamente puede incluir una región 
anticodificante, en la que cualquiera de (p.ej., uno o más o todos) los nucleótidos pirimidínicos presentes en la región 
anticodificante son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina (p.ej., en la que todos los nucleótidos pirimidínicos son 
nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina o como alternativa una pluralidad de nucleótidos pirimidínicos son 20
nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina), y en la que cualquiera de (p.ej., uno o más o todos) los nucleótidos 
purínicos presentes en la región anticodificante son nucleótidos de 2′-O-metilpurina (p.ej., en la que todos los 
nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina o como alternativa una pluralidad de nucleótidos purínicos 
son nucleótidos de 2′-O-metilpurina).

25
Una molécula de ácido nucleico interferente corto (ANic) modificada químicamente capaz de medir la interferencia 
de ARN (iARN) contra hsp47 dentro de una célula o sistema in vitro reconstituido puede incluir una región 
codificante, en la que uno o más nucleótidos pirimidínicos presentes en la región codificante son nucleótidos de 2′-
desoxi-2′-fluoropirimidina (p.ej., en la que todos los nucleótidos pirimidínicos son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-
fluoropirimidina o como alternativa una pluralidad de nucleótidos pirimidínicos son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-30
fluoropirimidina), y uno o más nucleótidos purínicos presentes en la región codificante son nucleótidos de 2′-
desoxipurina (p.ej., en la que todos los nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-desoxipurina o como alternativa 
una pluralidad de nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-desoxipurina), y una región anticodificante en la que 
uno o más nucleótidos pirimidínicos presentes en la región anticodificante son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-
fluoropirimidina (p.ej., en la que todos los nucleótidos pirimidínicos son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina o 35
como alternativa una pluralidad de nucleótidos pirimidínicos son nucleótidos de 2′-desoxi-2′-fluoropirimidina), y uno o 
más nucleótidos purínicos presentes en la región anticodificante son nucleótidos de 2′-O-metilpurina (p.ej., en la que 
todos los nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina o como alternativa una pluralidad de nucleótidos 
purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina). La región codificante y/o la región anticodificante pueden tener una 
modificación de caperuza terminal, tal como cualquier modificación, que está opcionalmente presente en el extremo 40
3’, el extremo 5’ o ambos extremos 3’ y 5’ de la secuencia codificante y/o anticodificante. La región codificante y/o 
anticodificante puede incluir opcionalmente además un saliente nucleotídico 3′-terminal que tiene de 
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 (p.ej., aproximadamente 1, 2, 3 o 4) 2′-desoxinucleótidos. Los nucleótidos 
salientes pueden incluir adicionalmente uno o más de (p.ej., aproximadamente 1, 2, 3, 4 o más) ligamientos 
internucleotídicos fosforotioato, fosfonoacetato y/o tiofosfonoacetato. Los nucleótidos purínicos en la región 45
codificante pueden ser como alternativa nucleótidos de 2′-O-metilpurina (p.ej., en la que todos los nucleótidos 
purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina o como alternativa una pluralidad de los nucleótidos purínicos son 
nucleótidos de 2′-O-metilpurina) y uno o más nucleótidos purínicos presentes en la región anticodificante son 
nucleótidos de 2′-O-metilpurina (p.ej., en la que todos los nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina o 
como alternativa una pluralidad de nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina). Uno o más 50
nucleótidos purínicos en la región codificante pueden ser como alternativa ribonucleótidos purínicos (p.ej., en los que 
todos los nucleótidos purínicos son ribonucleótidos purínicos o como alternativa una pluralidad de nucleótidos 
purínicos son ribonucleótidos purínicos) y cualquier nucleótido purínico presente en la región anticodificante es un 
nucleótido de 2′-O-metilpurina (p.ej., en los que todos los nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina o 
como alternativa una pluralidad de nucleótidos purínicos son nucleótidos de 2′-O-metilpurina). Uno o más 55
nucleótidos purínicos en la región codificante y/o presentes en la región anticodificante pueden seleccionarse como 
alternativa del grupo consistente en 2′-desoxinucleótidos, nucleótidos de ácido nucleico bloqueado (ANB), 2′-
metoxietilnucleótidos, 4′-tionucleótidos y 2′-O-metilnucleótidos (en los que todos los nucleótidos purínicos se 
seleccionan del grupo consistente en 2′-desoxinucleótidos, nucleótidos de ácido nucleico bloqueado (ANB), 2′-
metoxietilnucleótidos, 4′-tionucleótidos y 2′-O-metilnucleótidos, o como alternativa una pluralidad de nucleótidos 60
purínicos se seleccionan del grupo consistente en 2′-desoxinucleótidos, nucleótidos de ácido nucleico bloqueado 
(ANB), 2′-metoxietilnucleótidos, 4′-tionucleótidos y 2′-O-metilnucleótidos).

En algunas realizaciones, una molécula de ácido nucleico (p.ej., una molécula de ANic) como se describe en la 
presente memoria incluye un nucleótido modificado (por ejemplo, un nucleótido modificado) en la hebra 65
anticodificante, por ejemplo en posición 6 o posición 7 de la hebra anticodificante.
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Patrones de modificación y modificaciones alternativas

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) proporcionadas en la presente memoria pueden tener 
patrones de ácidos nucleicos modificados y no modificados. Un patrón de modificación de los nucleótidos de un 5
tramo contiguo de nucleótidos puede ser una modificación contenida en un solo nucleótido o grupo de nucleótidos 
que están ligados covalentemente entre sí a través de enlaces fosfodiéster estándares o, al menos parcialmente, a 
través de enlaces fosforotioato. Por consiguiente, un “patrón”, como se contempla en la presente memoria, no tiene 
que implicar necesariamente unidades repetidas, aunque puede. Los ejemplos de patrones de modificación que 
pueden usarse junto con las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) proporcionadas en la presente 10
memoria incluyen aquellos dados a conocer en Giese, patente de EE.UU. nº 7.452.987. Por ejemplo, las moléculas 
de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) proporcionadas en la presente memoria incluyen aquellas que tienen 
patrones de modificación tales como, similares a o iguales que los patrones mostrados en el diagrama de la FIG. 2 
de la patente de EE.UU. nº 7.452.987 de Giese.

15
Un nucleótido modificado o grupo de nucleótidos modificados puede estar en el extremo 5’ o el extremo 3’ de la 
hebra codificante o no codificante y un nucleótido o grupo de nucleótidos flanqueante está dispuesto en ambos lados 
del nucleótido o grupo modificado, estando el nucleótido o grupo flanqueante no modificado o no teniendo la misma 
modificación que el nucleótido o grupo de nucleótidos precedente. Sin embargo, el nucleótido o grupo de nucleótidos 
modificado puede tener una modificación diferente. Esta secuencia de nucleótido modificado o grupo de nucleótidos 20
modificados, respectivamente, y nucleótido no modificado o modificado diferentemente o grupo de nucleótidos no 
modificados o modificados diferentemente puede repetirse una o más veces. 

En algunos patrones, el nucleótido 5′-terminal de una hebra es un nucleótido modificado, mientras que en otros 
patrones el nucleótido 5’-terminal de una hebra es un nucleótido no modificado. En algunos patrones, el extremo 5’ 25
de una hebra empieza con un grupo de nucleótidos modificados, mientras que en otros patrones el extremo 5’-
terminal es un grupo no modificado de nucleótidos. Este patrón puede estar en el primer tramo o el segundo tramo 
de la molécula de ácido nucleico o ambos.

Los nucleótidos modificados de una hebra de la molécula de ácido nucleico pueden ser complementarios en la 30
posición de los nucleótidos o grupos de nucleótidos no modificados de la otra hebra, 

Puede haber un desplazamiento de fase entre modificaciones o patrones de modificaciones en una hebra respecto 
al patrón de modificaciones de la otra hebra, de tal modo que los grupos de modificaciones no se solapen. En un 
caso, el desplazamiento es tal que el grupo modificado de nucleótidos de la hebra codificante corresponde al grupo 35
no modificado de nucleótidos de la hebra anticodificante y viceversa. 

Puede haber un desplazamiento parcial del patrón de modificación, de tal modo que los grupos modificados se 
solapen. Los grupos de nucleótidos modificados en cualquier hebra dada pueden ser opcionalmente de la misma 
longitud, pero pueden ser de longitudes diferentes. De forma similar, los grupos de nucleótidos no modificados en 40
cualquier hebra dada pueden ser opcionalmente de la misma longitud o de longitudes diferentes.

En algunos patrones, el segundo (penúltimo) nucleótido en el extremo de la hebra es un nucleótido no modificado o 
el comienzo de un grupo de nucleótidos no modificados. Preferiblemente, este nucleótido no modificado o grupo no 
modificado de nucleótidos está localizado en el extremo 5’ de cualquiera o ambas de las hebras codificante y 45
anticodificante, y aún más preferiblemente en el extremo de la hebra codificante. Un nucleótido no modificado o un 
grupo no modificado de nucleótidos pueden estar localizados en el extremo 5’ de la hebra codificante. En una 
realización preferida, el patrón consiste en alternar nucleótidos modificados y no modificados individuales.

En algunas moléculas de ácido nucleico bicatenarias que incluyen un nucleótido modificado con 2′-O-metilo y un 50
nucleótido no modificado, preferiblemente un nucleótido que no está modificado con 2′-O-metilo, se incorporan a 
ambas hebras de forma alternada, dando como resultado un patrón alternado de nucleótidos modificados con 2’-O-
metilo y nucleótidos que no están modificados o al menos no incluyen una modificación con 2’-O-metilo. En ciertas 
realizaciones, existe la misma secuencia de modificación con 2’-O-metilo y no modificación en la segunda hebra; en 
otras realizaciones, los nucleótidos modificados con 2’-O-metilo alternados están solo presentes en la hebra 55
codificante y no están presentes en la hebra anticodificante; y en aún otras realizaciones, los nucleótidos 
modificados con 2’-O-metilo alternados están solo presentes en la hebra codificante y no están presentes en la 
hebra anticodificante. En ciertas realizaciones, hay un desplazamiento de fase entre las dos hebras, de tal modo que 
el nucleótido modificado con 2’-O-metilo en la primera hebra se aparea por bases con un nucleótido o nucleótidos no 
modificados en la segunda hebra y viceversa. Esta disposición particular, concretamente apareamiento de bases de 60
nucleótidos modificados con 2’-O-metilo y no modificados en ambas hebras, es particularmente preferida en ciertas 
realizaciones. En ciertas realizaciones, el patrón de nucleótidos modificados con 2’-O-metilo alternados existe a lo 
largo de toda la molécula de ácido nucleico, o toda la región de dúplex. En otras realizaciones, el patrón de 
nucleótidos modificados con 2’-O-metilo alternados existe solo en una porción del ácido nucleico o toda la región de 
dúplex.65
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En patrones “con desplazamiento de fase”, puede preferirse si la hebra anticodificante empieza con un nucleótido 
modificado con 2′-O-metilo en el extremo 5’, con lo que por consiguiente el segundo nucleótido no está modificado y
el tercero, quinto, séptimo y demás nucleótidos están de nuevo por tanto modificados con 2′-O-metilo, mientras que 
el segundo, cuarto, sexto, octavo y similares nucleótidos son nucleótidos no modificados. 5

Localizaciones y patrones de modificación ejemplares

Aunque se proporcionan patrones ejemplares con más detalle a continuación, se contemplan todas las 
permutaciones de patrones con todas las características posibles de las moléculas de ácido nucleico dadas a 10
conocer en la presente memoria y aquellas conocidas en la materia (p.ej., las características incluyen, pero sin 
limitación, longitud de la hebra codificante, longitud de la hebra anticodificante, longitud de la región de dúplex, 
longitud del saliente, si uno o ambos extremos de una molécula de ácido nucleico bicatenaria es romo o tiene un 
saliente, localización del ácido nucleico modificado, número de ácidos nucleicos modificados, tipos de 
modificaciones, si una molécula de ácido nucleico con doble saliente tiene el mismo o diferente número de 15
nucleótidos en el saliente de cada lado, si se usa una o más de un tipo de modificación en una molécula de ácido 
nucleico y el número de nucleótidos modificados/no modificados contiguos). Con respecto a todos los ejemplos 
detallados proporcionados a continuación, aunque se muestra que la región de dúplex es de 19 nucleótidos, la 
moléculas de ácido nucleico proporcionadas en la presente memoria pueden tener una región de dúplex en el 
intervalo de 1 a 49 nucleótidos de longitud, ya que cada hebra de una región de dúplex puede ser 20
independientemente de 17-49 nucleótidos de longitud. Se proporcionan en la presente memoria patrones 
ejemplares.

Las moléculas de ácido nucleico pueden tener un extremo romo (cuando n es 0) en ambos extremos que incluye un 
conjunto contiguo de ácidos nucleicos modificados. El ácido nucleico modificado puede estar localizado en cualquier 25
posición a lo largo de la hebra codificante o anticodificante. Las moléculas de ácido nucleico pueden incluir un grupo 
de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 nucleótidos modificados contiguos. 
Los ácidos nucleicos modificados pueden constituir hasta un 1 %, 2 %, 3 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35
%, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % o 100 % de una hebra 30
de ácido nucleico. Los ácidos nucleicos modificados de los ejemplos inmediatamente a continuación pueden estar 
solo en la hebra codificante, solo en la hebra anticodificante o en ambas hebras codificante y anticodificante.

Se muestran a continuación patrones de ácido nucleico en que X= nucleótido de hebra codificante en la región de 
dúplex; Xa= nucleótido de saliente 5′ en la hebra codificante; Xb= nucleótido de saliente 3′ en la hebra codificante; Y=35
nucleótido de hebra anticodificante en la región de dúplex; Ya= nucleótido de saliente 3′ en la hebra anticodificante;
Yb= nucleótido de saliente 5′ en la hebra anticodificante y M= nucleótido modificado en la región de dúplex. Cada a y 
b son independientemente de 0 a 8 (p.ej., 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8). Cada X, Y, a y b están independientemente 
modificados o no modificados. Las hebras codificante y anticodificante pueden ser cada una independientemente de 
17-49 nucleótidos de longitud. Los ejemplos proporcionados a continuación tienen una región de dúplex de 19 40
nucleótidos, sin embargo, las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden tener 
una región de dúplex de cualquier tamaño entre 17 y 49 nucleótidos y en que cada hebra es independientemente de 
entre 17 y 49 nucleótidos de longitud.

Se muestran a continuación patrones de molécula de ácido nucleico ejemplares adicionales en que X= nucleótidos 45
de hebra codificante no modificados; x= un nucleótido de saliente no modificado en la hebra codificante; Y=
nucleótidos de hebra anticodificante no modificados; y= un nucleótido de saliente no modificado en la hebra 
anticodificante y M= un nucleótido modificado. Las hebras codificante y anticodificante pueden ser cada una 
independientemente de 17-49 nucleótidos de longitud. Los ejemplos proporcionados a continuación tienen una 
región de dúplex de 19 nucleótidos, sin embargo, la moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente 50
memoria pueden tener una región de dúplex de cualquier tamaño entre 17 y 49 nucleótidos y en que cada hebra es 
independientemente de entre 17 y 49 nucleótidos de longitud.
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Las moléculas de ácido nucleico pueden tener extremos romos en ambos extremos con ácidos nucleicos 
modificados alternados. Los ácidos nucleicos modificados pueden estar localizados en cualquier posición a lo largo 5
de la hebra codificante o anticodificante.
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Moléculas de ácido nucleico con un extremo 5’ romo y un saliente del extremo 3’ con un solo ácido nucleico 
modificado.

5
Moléculas de ácido nucleico con un saliente del extremo 5’ y un extremo 3’ romo con un solo ácido nucleico 
modificado.

Moléculas de ácido nucleico con salientes en ambos extremos y todos los salientes son ácidos nucleicos 
modificados. En el patrón inmediatamente posterior, M es el número n de ácidos nucleicos modificados, en que n es 10
un entero de 0 a 8 (concretamente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8).

Moléculas de ácido nucleico con salientes en ambos extremos y algunos nucleótidos de saliente son nucleótidos 
modificados. En los patrones inmediatamente posteriores, M es el número n de nucleótidos modificados, x es el 
número n de nucleótidos de saliente no modificados en la hebra codificante e y es el número n de nucleótidos de 15
saliente no modificados en la hebra anticodificante, en que cada n es independientemente un entero de 0 a 8 
(concretamente 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8), y en que cada saliente es como máximo de 20 nucleótidos, preferiblemente 
un máximo de 8 nucleótidos (modificados y/o no modificados).
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Nucleótidos modificados en el extremo 3’ de la región codificante.
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Saliente en el extremo 5’ de la región codificante.

Saliente en el extremo 3’ de la región anticodificante.
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Nucleótido o nucleótidos modificados en la región codificante.

Se proporcionan a continuación moléculas de ácido nucleico ejemplares junto con la estructura general equivalente 5
en línea con los símbolos usados anteriormente:

ARNic de siHSP47-C contra hsp47 humana y de rata que tiene una región de dúplex de 19 nucleótidos 
(concretamente de 19 unidades) y salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los 
extremos 3’ de las hebras codificante y anticodificante. 10
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ARNic de siHSP47-Cd contra hsp47 humana y de rata que tiene una región de dúplex de 25 unidades, un saliente 
de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la hebra anticodificante y 2 nucleótidos modificados en las posiciones 5’-
terminal y penúltima de la hebra codificante. 5

ARNic de siHSP47-1 contra ADNc 719-737 de hsp47 humana y de rata que tiene una región de dúplex de 19 
unidades y salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las 
hebras codificante y anticodificante.

10
ARNic de siHSP47-1d contra ADNc 719-743 de hsp47 humana que tiene 25 unidades con un extremo romo en el 
extremo 3’ de la hebra codificante y un saliente de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la hebra anticodificante y 2 
nucleótidos modificados en las posiciones 5’-terminal y penúltima de la hebra codificante.

ARNic de siHSP47-2 contra ADNc 469-487 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 19 unidades y 15
salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las hebras 
codificante y anticodificante.

ARNic de siHSP47-2d contra ADNc 469-493 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 25 unidades con 20
un extremo romo en el extremo 3’ de la hebra codificante y un saliente de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la hebra 
anticodificante, y 2 nucleótidos modificados en las posiciones 5’-terminal y penúltima de la hebra codificante.

ARNic de siHSP47-2d de rata contra ADNc 466-490 de Gp46 de rata que tiene una región de dúplex de 25 unidades 
con un extremo romo en el extremo 3’ de la hebra codificante y un saliente de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la 25
hebra anticodificante, y 2 nucleótidos modificados en las posiciones 5’-terminal y penúltima de la hebra codificante.
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ARNic de siHSP47-3 contra ADNc 980-998 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 19 unidades y 
salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las hebras 
codificante y anticodificante. 

5
ARNic de siHSP47-3d contra ADNc 980-1004 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 25 unidades con 
un extremo romo en el extremo 3’ de la hebra codificante y un saliente de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la hebra 
anticodificante, y 2 nucleótidos modificados en las posiciones 5’-terminal y penúltima de las hebra codificante.

ARNic de HSP47-4ic contra ADNc 735-753 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 19 unidades y 10
salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las hebras 
codificante y anticodificante.

ARNic de siHSP47-4-d contra ADNc 735-759 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 25 unidades con 
un extremo romo en el extremo 3’ de la hebra codificante y un saliente de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la hebra 15
anticodificante, y 2 nucleótidos modificados en las posiciones 5’-terminal y penúltima de la hebra codificante.

ARNic de siHSP47-5 contra ADNc 621-639 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 19 unidades y 
salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las hebras 
codificante y anticodificante.20
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ARNic de siHSP47-6 contra ADNc 446-464 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 19 unidades y 
salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las hebras 
codificante y anticodificante.

5
ARNic de siHSP47-7 contra ADNc 692-710 de hsp47 humana que tiene una región de dúplex de 19 unidades y 
salientes de 2 nucleótidos modificados (concretamente desoxinucleótidos) en los extremos 3’ de las hebras 
codificante y anticodificante.

10
Muescas y huecos en las hebras de ácido nucleico

Las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) proporcionadas en la presente memoria pueden tener 
una hebra, preferiblemente la hebra codificante, que tiene muescas o huecos. Como tales, las moléculas de ácido 
nucleico pueden tener tres o más hebras, por ejemplo, tal como el ARN merodúplex (ARNmd) dado a conocer en la 15
solicitud de patente internacional nº PCT/US07/081836. Las moléculas de ácido nucleico con una hebra con 
muescas o huecos pueden ser de entre 1-49 nucleótidos, o pueden ser de longitud de RISC (p.ej., de 
aproximadamente 15 a 25 nucleótidos) o longitud de sustrato de Dicer (p.ej., de aproximadamente 25 a 30 
nucleótidos) tal como se da a conocer en la presente memoria.

20
Las moléculas de ácido nucleico con tres o más hebras incluyen, por ejemplo, una hebra “A” (anticodificante), “S1”
(segunda) hebra y “S2” (tercera) hebra en que las hebras “S1” y “S2” son complementarias de y forman pares de 
bases con regiones no superpuestas de la hebra “A” (p.ej., un ARNmd puede tener la forma de A:S1S2). Las hebras 
S1, S2 o más forman conjuntamente lo que es sustancialmente similar a una hebra codificante de la hebra 
anticodificante “A”. La región bicatenaria formada por la reasociación de las hebras “S1” y “A” es distinta de y no 25
superponible con la región bicatenaria formada por la reasociación de las hebras “S2” y “A”. Una molécula de ácido 
nucleico (p.ej., una molécula de ANic) puede ser una molécula “con huecos”, lo que significa un “hueco” en el 
intervalo de 0 nucleótidos hasta aproximadamente 10 nucleótidos (p.ej., 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucleótidos). 
Preferiblemente, la hebra codificante tiene huecos. En algunas realizaciones, el dúplex A:S1 está separado del 
dúplex A:S2 por un hueco resultante de al menos un nucleótido no apareado (hasta aproximadamente 10 30
nucleótidos no apareados) en la hebra “A” que está situado entre el dúplex A:S1 y el dúplex A:S2 y que es distinto 
de uno cualquiera o más de los nucleótidos no apareados en el extremo 3’ de una o más de las hebras “A”, “S1” o 
“S2”. El dúplex A:S1 puede estar separado del dúplex A:B2 por un hueco de 0 nucleótidos (concretamente una 
muesca en que solo se rompe o falta un enlace fosfodiéster entre dos nucleótidos en la molécula polinucleotídica) 
entre el dúplex A:S1 y el dúplex A:S2, al que puede hacerse referencia también como ARNbc con muesca 35
(ARNbcm). Por ejemplo, un A:S1S2 puede incluir un ARNbc que tiene al menos dos regiones bicatenarias que 
combinaban en total aproximadamente 14 pares de bases a aproximadamente 40 pares de bases, y las regiones 
bicatenarias están separadas por un hueco de aproximadamente 0 a aproximadamente 10 nucleótidos, teniendo
opcionalmente extremos romos, o un A:S1S2 puede incluir un ARNbc que tiene al menos dos regiones bicatenarias 
separadas por un hueco de hasta 10 nucleótidos, en el que al menos una de las regiones bicatenarias incluye entre 40
aproximadamente 5 pares de bases y 13 pares de bases. 
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Sustratos de Dicer 

En ciertas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico (p.ej., moléculas de ANic) proporcionadas en la presente 
memoria pueden ser una molécula precursora “sustrato de Dicer”, p.ej., ácido nucleico bicatenario procesado in vivo
para producir moléculas de ácido nucleico activas, por ejemplo como se describe en Rossi, solicitud de patente de 5
EE.UU. nº 20050244858. En ciertas condiciones y situaciones, se ha encontrado que estas especies de ANic de
ARNbc relativamente más largas, p.ej., de aproximadamente 25 a aproximadamente 30 nucleótidos, pueden dar 
resultados inesperadamente eficaces en términos de potencia y duración de acción. Sin desear ligarse a teoría 
particular alguna, se cree que las especies de ARNbc más largas sirven como sustrato para la enzima Dicer en el 
citoplasma de una célula. Además de escindir el ácido nucleico bicatenario en segmentos más cortos, Dicer puede 10
facilitar la incorporación de un producto de escisión monocatenario derivado de ARNbc escindido en el complejo 
silenciador inducido por ARN (complejo RISC) que es responsable de la destrucción del ARN citoplasmático 
derivado del gen diana.

Los sustratos de Dicer pueden tener ciertas propiedades que potencian su procesamiento por Dicer. Los sustratos 15
de Dicer son de una longitud suficiente tal que se procesan por Dicer produciendo una molécula de ácido nucleico 
activa, y pueden incluir adicionalmente una o más de las siguientes propiedades: (i) el ARNbc es asimétrico, p.ej.,
tiene un saliente 3′ en la primera hebra (hebra anticodificante) y (ii) el ARNbc tiene un extremo 3’ modificado en la 
hebra anticodificante (hebra codificante) para dirigir la orientación de la unión y procesamiento por Dicer del ARNbc 
hasta un ARNic activo. En ciertas realizaciones, la hebra más larga en el sustrato de Dicer puede ser de 24-30 20
nucleótidos.

Los sustratos de Dicer pueden ser simétricos o asimétricos. El sustrato de Dicer puede tener una hebra codificante 
que incluye 22-28 nucleótidos y la hebra anticodificante puede incluir 24-30 nucleótidos, por tanto, en algunas 
realizaciones, el sustrato de Dicer resultante puede tener un saliente en el extremo 3’ de la hebra anticodificante. El 25
sustrato de Dicer puede tener una hebra codificante de 25 nucleótidos de longitud y la hebra anticodificante tener 27 
nucleótidos de longitud con un saliente 3’ de 2 bases. El saliente puede ser de 1-3 nucleótidos, por ejemplo de 2 
nucleótidos. La hebra codificante puede tener también un 5’-fosfato.

Un sustrato de Dicer asimétrico puede contener adicionalmente dos desoxinucleótidos en el extremo 3’ en lugar de 2 30
de los ribonucleótidos. Son algunas longitudes y estructuras de sustratos de Dicer ejemplares 21+0, 21+2, 21−2, 
22+0, 22+1, 22−1, 23+0, 23+2, 23−2, 24+0, 24+2, 24−2, 25+0, 25+2, 25−2, 26+0, 26+2, 26−2, 27+0, 27+2 y 27−2.

La hebra codificante de un sustrato de Dicer puede ser de entre aproximadamente 22 a aproximadamente 30 (p.ej., 
aproximadamente 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30); de aproximadamente 22 a aproximadamente 28; de 35
aproximadamente 24 a aproximadamente 30; de aproximadamente 25 a aproximadamente 30; de aproximadamente 
26 a aproximadamente 30; de aproximadamente 26 y 29; o de aproximadamente 27 a aproximadamente 28 
nucleótidos de longitud. En ciertas realizaciones preferidas, los sustratos de Dicer contienen hebras codificante y no 
codificante que son de al menos aproximadamente 25 nucleótidos de longitud y no mayores de aproximadamente 30 
nucleótidos, entre aproximadamente 26 y 29 nucleótidos o de 27 nucleótidos de longitud. Las hebras codificante y 40
anticodificante pueden ser de la misma longitud (extremos romos), diferentes longitudes (tener salientes) o una 
combinación. Las hebras codificante y anticodificante pueden existir en el mismo polinucleótido o en diferentes 
polinucleótidos. Un sustrato de Dicer puede tener una región de dúplex de aproximadamente 19, 20, 21, 22, 23, 24, 
25 o 27 nucleótidos.

45
Como otras moléculas de ANic proporcionadas en la presente memoria, la hebra anticodificante de un sustrato de 
Dicer puede tener cualquier secuencia que se reasocie con la hebra anticodificante en condiciones biológica, tal 
como en el citoplasma de una célula eucariótica.

Los sustratos de Dicer pueden tener cualquier modificación en la base nucleotídica, azúcar o esqueleto de fosfato 50
como es conocido en la materia y/o como se describe en la presente memoria para otras moléculas de ácido 
nucleico (tales como moléculas de ANic). En ciertas realizaciones, los sustratos de Dicer pueden tener una hebra 
codificante que está modificada para procesamiento por Dicer mediante modificadores adecuados localizados en el 
extremo 3’ de la hebra codificante, concretamente el ARNbc está diseñado para dirigir la orientación de la unión y 
procesamiento de Dicer. Los modificadores adecuados incluyen nucleótidos tales como desoxirribonucleótidos, 55
didesoxirribonucleótidos, aciclonucleótidos y similares y moléculas estéricamente impedidas tales como moléculas 
fluorescentes y similares. Los aciclonucleótidos sustituyen por un grupo 2-hidroxietoximetilo el azúcar 2’-
desoxirribofuranosilo normalmente presente en dNMP. Otros modificadores nucleotídicos que podrían usarse en 
moléculas de ANic sustratos de Dicer incluyen 3′-desoxiadenosina (cordicepina), 3′-azido-3′-desoxitimidina (AZT), 
2′,3′-didesoxiinosina (ddI), 2′,3′-didesoxi-3′-tiacitidina (3TC), 2′,3′-dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T) y los 60
nucleótidos monofosfato de 3′-azido-3′-desoxitimidina (AZT), 2′,3′-didesoxi-3′-tiacitidina (3TC) y 2′,3′-dideshidro-2′,3′-
didesoxitimidina (d4T). En una realización, se usan desoxinucleótidos como modificadores. Cuando se utilizan 
modificadores nucleotídicos, pueden reemplazar a ribonucleótidos (p.ej., 1-3 modificadores nucleotídicos, o 2 
modificadores nucleotídicos, sustituyen a los ribonucleótidos en el extremo 3’ de la hebra codificante) de tal modo 
que la longitud del sustrato de Dicer no cambia. Cuando se utilizan moléculas impedidas estéricamente, pueden 65
estar conectadas con el ribonucleótido en el extremo 3’ de la hebra anticodificante. Por tanto, en ciertas 

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



52

realizaciones, la longitud de la hebra no cambia con la incorporación de los modificadores. En ciertas realizaciones, 
hace una sustitución con dos bases de ADN en el ARNbc para dirigir la orientación del procesamiento por Dicer de 
la hebra anticodificante. En una realización adicional, las dos bases de ADN terminales sustituyen a dos 
ribonucleótidos en el extremo 3’ de la hebra codificante, formando un extremo romo del dúplex en el extremo 3’ de la 
hebra codificante y el extremo 5’ de la hebra anticodificante, y se localiza un saliente de ARN de 2 nucleótidos en el 5
extremo 3’ de la hebra anticodificante. Esta es una composición asimétrica, con ADN en el extremo romo y bases de 
ARN en el extremo saliente.

En ciertas realizaciones, se incluyen modificaciones en el sustrato de Dicer tales que la modificación no evite que la 
molécula de ácido nucleico sirva como sustrato de Dicer. En una realización, se hacen una o más modificaciones 10
que potencian el procesamiento por Dicer del sustrato de Dicer. Pueden hacerse una o más modificaciones que den 
como resultado una generación de iARN más eficaz. Pueden hacerse una o más modificaciones que apoyen un 
mayor efecto de iARN. Se hacen una o más modificaciones que den como resultado una mayor potencia para cada 
sustrato de Dicer para suministrar a la célula. Pueden incorporarse las modificaciones a la región 3’-terminal, la 
región 5’-terminal, ambas regiones 3’-terminal y 5’-terminal o a diversas posiciones en la secuencia. Puede 15
incorporarse cualquier número y combinación de modificaciones al sustrato de Dicer, siempre que la modificación no 
evite que la molécula de ácido nucleico sirva como sustrato para Dicer. Cuando están presentes múltiples 
modificaciones, pueden ser iguales o diferentes. Se contemplan las modificaciones de bases, restos de azúcar, 
esqueleto de fosfato y sus combinaciones. Puede estar fosforilado cualquier extremo 5’.

20
Los ejemplos de modificaciones del esqueleto de fosfato del sustrato de Dicer incluyen fosfonatos, incluyendo 
modificaciones de metilfosfonato, fosforotioato y fosfotriéster tales como alquilfosfotriésteres y similares. Los 
ejemplos de modificaciones del resto azúcar de sustrato de Dicer incluyen modificaciones con 2′-alquilpirimidina
tales como 2′-O-metilo, 2′-fluoro, amino y desoxilo y similares (véase, p.ej., Amarzguioui et al., 2003). Los ejemplos 
de modificaciones del grupo básico del sustrato de Dicer incluyen azúcares abásicos, pirimidinas modificadas con 2-25
O-alquilo, 4-tiouracilo, 5-bromouracilo, 5-yodouracilo y 5-(3-aminoalil)uracilo y similares. Podrían incorporarse 
también ácidos nucleicos bloqueados, o ANB.

La hebra codificante puede modificarse para procesamiento por Dicer mediante modificadores adecuados 
localizados en el extremo 3’ de la hebra codificante, concretamente el sustrato de Dicer se diseña para dirigir la 30
orientación de la unión y procesamiento por Dicer. Los modificadores adecuados incluyen nucleótidos tales como 
desoxirribonucleótidos, didesoxirribonucleótidos, aciclonucleótidos y similares, y moléculas estéricamente impedidas 
tales como moléculas fluorescentes y similares. Los aciclonucleótidos sustituyen por un grupo 2-hidroxietoximetilo el 
azúcar 2′-desoxirribofuranosilo normalmente presente en dNMP. Otros modificadores nucleotídicos podrían incluir 3′-
desoxiadenosina (cordicepina), 3′-azido-3′-desoxitimidina (AZT), 2′,3′-didesoxiinosina (ddI), 2′,3′-didesoxi-3′-tiacitidina35
(3TC), 2′,3′-dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T) y los nucleótidos monofosfato de 3′-azido-3′-desoxitimidina (AZT), 
2′,3′-didesoxi-3′-tiacitidina (3TC) y 2′,3′-dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T). En una realización, se usan 
desoxinucleótidos como modificadores. Cuando se utilizan modificadores nucleotídicos, se sustituyen por 1-3 
modificadores nucleotídicos, o 2 modificadores nucleotídicos, los ribonucleótidos del extremo 3’ de la hebra 
codificante. Cuando se utilizan moléculas estéricamente impedidas, se conectan con el ribonucleótido en el extremo 40
3’ de la hebra anticodificante. Por tanto, la longitud de la hebra no cambia con la incorporación de los modificadores. 
En otra realización, la divulgación contempla sustituir por dos bases de ADN en el sustrato de Dicer para dirigir la 
orientación del procesamiento por Dicer de la hebra anticodificante. En una realización adicional de la presente 
divulgación, se sustituyen por dos bases de ADN terminales dos ribonucleótidos en el extremo 3’ de la hebra 
codificante, formando un extremo romo del dúplex en el extremo 3’ de la hebra codificante y el extremo 5’ de la 45
hebra anticodificante, y se localiza un saliente de ARN de dos nucleótidos en el extremo 3′ de la hebra 
anticodificante. Esta es una composición asimétrica con ADN en el extremo romo y bases de ARN en el extremo 
saliente.

La hebra anticodificante puede modificarse para procesamiento por Dicer mediante modificadores adecuados 50
localizados en el extremo 3’ de la hebra anticodificante, concretamente el ARNbc se diseña para dirigir la orientación 
de la unión y procesamiento por Dicer. Los modificadores adecuados incluyen nucleótidos tales como 
desoxirribonucleótidos, didesoxirribonucleótidos, aciclonucleótidos y similares, y moléculas estéricamente impedidas 
tales como moléculas fluorescentes y similares. Los aciclonucleótidos sustituyen por un grupo 2-hidroxietoximetilo el 
azúcar 2′-desoxirribofuranosilo normalmente presente en dNMP. Otros modificadores nucleotídicos podrían incluir 3′-55
desoxiadenosina (cordicepina), 3′-azido-3′-adesoxitimidina (AZT), 2′,3′-didesoxiinosina (ddI), 2′,3′-didesoxi-3′-
tiacitidina (3TC), 2′,3′-dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T) y los nucleótidos monofosfato de 3′-azido-3′-
desoxitimidina (AZT), 2′,3′-didesoxi-3′-tiacitidina (3TC) y 2′,3′-dideshidro-2′,3′-didesoxitimidina (d4T). En una 
realización, se usan desoxinucleótidos como modificadores. Cuando se utilizan modificadores nucleotídicos, se 
sustituyen por 1-3 modificadores nucleotídicos, o 2 modificadores nucleotídicos, los ribonucleótidos en el extremo 3’ 60
de la hebra anticodificante. Cuando se utilizan moléculas estéricamente impedidas, se conectan con el 
ribonucleótido en el extremo 3’ de la hebra anticodificante. Por tanto, la longitud de la hebra no cambia con la 
incorporación de los modificadores. En otra realización, la divulgación contempla sustituir por dos bases de ADN en 
el ARNbc para dirigir la orientación del procesamiento por Dicer. En una divulgación adicional, se localizan dos 
bases de ADN terminales en el extremo 3’ de la hebra anticodificante en lugar de dos ribonucleótidos, formando un 65
extremo romo del dúplex en el extremo 5’ de la hebra codificante y el extremo 3’ de la hebra anticodificante, y se 
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localiza un saliente de ARN de 2 nucleótidos en el extremo 3’ de la hebra codificante. Esta es una composición 
asimétrica, con ADN en el extremo romo y bases de ARN en el extremo saliente.

Los sustratos de Dicer con una hebra codificante y otra anticodificante pueden estar ligados por una tercera 
estructura. La tercera estructura no bloqueará la actividad de Dicer en el sustrato de Dicer y no interferirá con la 5
destrucción dirigida del ARN transcrito desde el gen diana. La tercera estructura puede ser un grupo ligador químico. 
Los grupos ligadores químicos adecuados son conocidos en la materia y pueden usarse. Como alternativa, la 
tercera estructura puede ser un oligonucleótido que liga los dos oligonucleótidos del ARNbc de manera tal que se 
produce una estructura de horquilla tras la reasociación de los dos oligonucleótidos, constituyendo el sustrato de 
Dicer. La estructura de horquilla preferiblemente no bloquea la actividad de Dicer en el sustrato de Dicer ni interfiere 10
con la destrucción dirigida del ARN transcrito desde el gen diana.

No se requiere que las hebras codificante y anticodificante del sustrato de Dicer sean completamente 
complementarias. Solo tienen que ser sustancialmente complementarias para reasociarse en condiciones biológicas 
y para proporcionar un sustrato de Dicer que produzca un ARNic suficientemente complementario de la secuencia 15
diana.

El sustrato de Dicer puede tener ciertas propiedades que potencian su procesamiento por Dicer. El sustrato de Dicer 
puede tener una longitud suficiente tal que sea procesado por Dicer produciendo una molécula de ácido nucleico 
activa (p.ej., ARNic) y puede tener una o más de las siguientes propiedades: (i) el sustrato de Dicer es asimétrico, 20
p.ej., tiene un saliente 3’ en la primera hebra (hebra anticodificante) y (ii) el sustrato de Dicer tiene un extremo 3’ 
modificado en la segunda hebra (hebra codificante) para dirigir la orientación de unión y procesamiento por Dicer del 
sustrato de Dicer hasta un ARNic activo. El sustrato de Dicer puede ser asimétrico, de tal modo que la hebra 
codificante incluya 22-28 nucleótidos y la hebra anticodificante incluya 24-30 nucleótidos. Por tanto, el sustrato de 
Dicer resultante tiene un saliente en el extremo 3’ de la hebra anticodificante. El saliente es de 1-3 nucleótidos, por 25
ejemplo 2 nucleótidos. La hebra codificante puede tener también un fosfato 5’.

Un sustrato de Dicer puede tener un saliente en el extremo 3’ de la hebra anticodificante y la hebra codificante estar 
modificada para procesamiento por Dicer. El extremo 5’ de la hebra codificante puede tener un fosfato. Las hebras 
codificante y anticodificante pueden reasociarse en condiciones biológicas, tales como las condiciones encontradas 30
en el citoplasma de una célula. Una región de una de las hebras, particularmente la hebra anticodificante, del 
sustrato de Dicer puede tener una longitud de secuencia de al menos 19 nucleótidos, en la que estos nucleótidos 
están en la región de 21 nucleótidos adyacente al extremo 3’ de la hebra anticodificante y son suficientemente 
complementarios de una secuencia nucleotídica del ARN producido a partir del gen diana. Un sustrato de Dicer 
puede tener también una o más de las siguientes propiedades adicionales: (a) la hebra anticodificante tiene un 35
desplazamiento a la derecha a partir de las correspondientes 21 unidades (concretamente, la hebra anticodificante 
incluye nucleótidos en el lado derecho de la molécula cuando se compara con las correspondientes 21 unidades), 
(b) las hebras pueden no ser completamente complementarias, concretamente, las hebras pueden contener 
desapareamientos sencillos y (c) pueden incluirse modificaciones de bases tales como un ácido o ácidos nucleicos 
bloqueados en el extremo 5’ de la hebra codificante.40

Una hebra anticodificante de una molécula de ácido nucleico sustrato de Dicer puede modificarse para incluir 1-9 
ribonucleótidos en el extremo 5’, dando una longitud de 22-28 nucleótidos. Cuando la hebra anticodificante tiene una 
longitud de 21 nucleótidos, entonces pueden añadirse 1-7 ribonucleótidos o 2-5 ribonucleótidos y/o 4 ribonucleótidos 
al extremo 3’. Los ribonucleótidos añadidos pueden tener cualquier secuencia. Aunque los ribonucleótidos añadidos 45
pueden ser complementarios de la secuencia del gen diana, no se requiere una complementariedad total entre la 
secuencia diana y las hebras anticodificantes. Es decir, la hebra anticodificante resultante es suficientemente 
complementaria de la secuencia diana. Una hebra codificante puede tener 24-30 nucleótidos. La hebra codificante 
puede ser sustancialmente complementaria de la hebra anticomplementaria para reasociarse con la hebra 
anticomplementaria en condiciones biológicas. En una realización, puede sintetizarse una hebra anticodificante que 50
contiene un extremo 3’ modificado para dirigir el procesamiento por Dicer. La hebra codificante puede tener un 
saliente 3’. Puede sintetizarse una hebra anticodificante que contiene un extremo 3’ modificado para unión y 
procesamiento por Dicer y la hebra codificante tiene un saliente 3’.

Proteína de choque térmico 4755

La proteína de choque térmico 47 (HSP47) es una chaperona molecular específica de colágeno y reside en el 
retículo endoplasmático. Interacciona con el procolágeno durante el proceso de plegamiento, ensamblado y 
transporte desde el retículo endoplasmático (Nagata, Trends Biochem. Sci. 1996; 21: 22-6; Razzaque et al. 2005; 
Contrib. Nephrol. 2005; 148: 57-69; Koide et al. 2006 J. Biol. Chem.; 281: 3432-38; Leivo et al. Dev. Biol. 1980; 76:60
100-114; Masuda et al. J. Clin. Invest. 1994; 94: 2481-2488; Masuda et al. Cell Stress Chaperones 1998; 3: 256-
264). Se ha reseñado que HSP47 tiene una expresión regulada positivamente en diversas fibrosis de tejido (Koide et 
al. J. Biol. Chem. 1999; 274: 34523-26) tales como cirrosis hepática (Masuda et al. J. Clin. Invest. 1994; 94: 2481-8), 
fibrosis pulmonar (Razzaque et al. Virchows Arch. 1998; 432: 455-60; Kakugawa et al. Eur. Respir. J. 2004; 24: 57-
65) y glomeruloesclerosis (Moriyama et al. Kidney Int. 1998; 54: 110-19). Se da a conocer una secuencia de ácido 65
nucleico ejemplar de ADNc de hsp47 humana diana en el número de acceso a GenBank: NM_001235 y la 
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correspondiente secuencia de ARNm, por ejemplo como se enumera como SEQ ID NO: 1. Un especialista en la 
materia entendería que una secuencia dada puede cambiar con el tiempo e incorporar cualquier cambio necesario a 
las moléculas de ácido nucleico de la presente memoria por consiguiente.

La asociación específica de HSP47 con un diverso intervalo de tipos de colágeno hace a HSP47 una diana potencial 5
para el tratamiento de la fibrosis. La inhibición de la expresión de hsp47 puede prevenir la secreción de colágeno I 
extracelular. Sato et al. (Nat. Biotechnol. 2008; 26: 431-442) exploraron esta posibilidad usando ARNic para la 
inhibición de la expresión de hsp47 y la prevención de la progresión de fibrosis hepática en ratas. De forma similar, 
Chen et al. (Br. J. Dermatol. 2007; 156: 1188-1195) y Wang et al. (Plast. Reconstr. Surg. 2003; 111: 1980-7) 
investigaron la inhibición de la expresión de hsp47 por tecnología de interferencia de ARN.10

Procedimientos y composiciones para inhibir hsp47

Se proporcionan composiciones y procedimientos para la inhibición de la expresión de hsp47 usando moléculas de 
ácido nucleico pequeñas, tales como moléculas de ácido nucleico interferente corto (ANic), ARN interferente (ARNi), 15
ARN interferente corto (ARNic), ARN bicatenario (ARNbc), microARN (miARN) y ARN de horquilla corto (ARNhc) 
capaces de mediar o que median la interferencia de ARN contra la expresión génica de hsp47. La composición y 
procedimientos dados a conocer en la presente memoria son también útiles para tratar diversas fibrosis tales como 
fibrosis hepática, fibrosis de pulmón y fibrosis renal.

20
Se usan la molécula o moléculas de ácido nucleico y/o procedimientos de la divulgación para regular negativamente 
la expresión de un gen o genes que codifican ARN a los que se hace referencia, por ejemplo, en el acceso a 
Genbank NM_001235.

Las composiciones, procedimientos y kits proporcionados en la presente memoria pueden incluir una o más 25
moléculas de ácido nucleico (p.ej., ARNic) y procedimientos que modulan (p.ej. regulan negativamente) 
independientemente o en combinación la expresión de la proteína hsp47 y/o genes que codifican proteínas hsp47, 
proteínas y/o genes que codifican hsp47 asociados al mantenimiento y/o el desarrollo de enfermedades, afecciones 
o trastornos asociados a hsp47, tales como fibrosis hepática, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, fibrosis 
peritoneal, daño hepático crónico y fibrillogénesis (p.ej., secuencias que codifican genes que comprenden aquellas 30
secuencias a las que se hace referencia en los nº de acceso a GenBank NM_001235), o un miembro de la familia 
génica de hsp47 en que las secuencias de los genes o familia de genes comparten homología de secuencia. Se 
proporciona la descripción de los diversos aspectos y realizaciones con referencia al gen de hsp47 ejemplar. Sin 
embargo, los diversos aspectos y realizaciones están también dirigidos a otros genes de hsp47 relacionados, tales 
como genes homólogos y variantes de transcrito y polimorfismos (p.ej., polimorfismo de nucleótido simple, (SNP)) 35
asociados a ciertos genes de hsp47. Como tales, los diversos aspectos y realizaciones están también dirigidos a 
otros genes que están implicados en las rutas de transducción de señal o expresión génica mediadas por hsp47 que 
están implicadas, por ejemplo, en el mantenimiento o desarrollo de enfermedades, rasgos o afecciones descritos en 
la presente memoria. Estos genes adicionales pueden analizarse para sitios diana usando los procedimientos 
descritos para el gen de hsp47 de la presente memoria. Por tanto, puede efectuarse, determinarse y medirse la 40
modulación de otros genes y los efectos de dicha modulación de los otros genes como se describe en la presente 
memoria.

En una realización, las composiciones y procedimientos proporcionados en la presente memoria incluyen una 
molécula de ácido nucleico interferente corta bicatenaria (ANic) que regula negativamente la expresión de un gen de 45
hsp47 (p.ej., de hsp47 humano ejemplificado por la SEQ ID NO: 1), en que la molécula de ácido nucleico incluye de 
aproximadamente 15 a aproximadamente 49 pares de bases.

En una realización, puede usarse un ácido nucleico dado a conocer para inhibir la expresión del gen de hsp47 o una 
familia génica de hsp47 en que las secuencias de los genes o familia génica comparten homología de secuencia. 50
Dichas secuencias homólogas pueden identificarse como es conocido en la materia, por ejemplo usando 
alineamientos de secuencia. Las moléculas de ácido nucleico pueden diseñarse para orientarse a dichas secuencias 
homólogas, por ejemplo usando secuencias perfectamente complementarias o incorporando pares de bases no 
canónicos, por ejemplo desapareamientos y/o pares de bases oscilantes, que pueden proporcionar secuencias 
diana adicionales. En casos en que se identifican desapareamientos, pueden usarse pares de bases no canónicos 55
(por ejemplo, desapareamientos y/o bases oscilantes) para generar moléculas de ácido nucleico que se orientan a 
más de una secuencia génica. En un ejemplo no limitante, se usan pares de bases no canónicos tales como pares 
de bases UU y CC para generar moléculas de ácido nucleico que son capaces de orientarse a secuencias para 
diferentes dianas de hsp47 que comparten homología de secuencia. Como tal, una de las ventajas de usar los ANic 
dados a conocer en la presente memoria es que puede diseñarse un solo ácido nucleico para incluir una secuencia 60
de ácido nucleico que es complementaria de la secuencia de ácido nucleico que se conserva entre los genes 
homólogos. En este enfoque, puede usarse un solo ácido nucleico para inhibir la expresión de más de un gen en 
lugar de usar más de una molécula de ácido nucleico para orientarse a diferentes genes. 

Las moléculas de ácido nucleico pueden usarse para orientarse a secuencias conservadas diana correspondientes a 65
una familia génica o familias génicas tales como genes de la familia de hsp47. Como tales, las moléculas de ácido 
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nucleico orientadas a múltiples dianas de hsp47 pueden proporcionar un efecto terapéutico aumentado. Además, 
puede usarse el ácido nucleico para caracterizar las rutas de la función génica en una variedad de aplicaciones. Por 
ejemplo, pueden usarse las moléculas de ácido nucleico para inhibir la actividad del gen o genes diana en una ruta 
para determinar la función de un gen o genes no caracterizados en el análisis de la función génica, el análisis de la 
función de ARNm o el análisis traduccional. Las moléculas de ácido nucleico pueden usarse para determinar las 5
rutas del gen diana potenciales implicadas en diversas enfermedades y afecciones para el desarrollo farmacéutico. 
Las moléculas de ácido nucleico pueden usarse para entender las rutas de expresión génica implicadas, por 
ejemplo, en fibrosis tales como fibrosis hepática, renal o pulmonar y/o rasgos, trastornos y/o afecciones inflamatorios 
y proliferativos.

10
En una realización, las composiciones y procedimientos proporcionados en la presente memoria incluyen una 
molécula de ácido nucleico que tiene actividad de iARN contra ARN de hsp47, en que la molécula de ácido nucleico 
incluye una secuencia complementaria de cualquier ARN que tenga una secuencia que codifica hsp47, tal como 
aquellas secuencias que tienen secuencias como se muestran en la Tabla I. En otra realización, una molécula de 
ácido nucleico puede tener actividad de iARN contra ARN de hsp47, en que la molécula de ácido nucleico incluye 15
una secuencia complementaria de un ARN que tiene una secuencia de codificación de hsp47 variante, por ejemplo 
otros genes de hsp47 mutantes no mostrados en la Tabla I pero conocidos en la materia por estar asociados al 
mantenimiento y/o desarrollo de fibrosis. Pueden aplicarse las modificaciones químicas como se muestran en la 
Tabla I o descritas de otro modo en la presente memoria a cualquier constructo de ácido nucleico dado a conocer en 
la presente memoria. En otra realización, una molécula de ácido nucleico dada a conocer en la presente memoria 20
incluye una secuencia nucleotídica que puede interaccionar con la secuencia nucleotídica de un gen de hsp47 y 
mediar así el silenciamiento de la expresión del gen de hsp47, por ejemplo, en la que la molécula de ácido nucleico 
media la regulación de la expresión del gen de hsp47 mediante procesos celulares que modulan la estructura de 
cromatina o los patrones de metilación del gen de hsp47 y evitan la transcripción del gen de hsp47.

25
Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden tener actividad de iARN contra 
ARN de hsp47, en que la molécula de ácido nucleico incluye una secuencia complementaria de cualquier ARN que 
tenga una secuencia codificante de hsp47, tal como aquellas secuencias que tienen los nº de acceso a GenBank 
NM_001235. Las moléculas de ácido nucleico pueden tener actividad de iARN contra ARN de hsp47, en que la 
molécula de ácido nucleico incluye una secuencia complementaria de un ARN que tiene una secuencia codificante 30
de hsp47 variante, por ejemplo otros genes de hsp47 mutantes conocidos en la materia por estar asociados al 
mantenimiento y/o desarrollo de fibrosis. Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria 
incluyen una secuencia nucleotídica que puede interaccionar con la secuencia nucleotídica de un gen de hsp47 y 
mediar así el silenciamiento de la expresión del gen de hsp47, p.ej., en que la molécula de ácido nucleico media la 
regulación de la expresión del gen de hsp47 mediante procesos celulares que modulan la estructura de cromatina o 35
patrones de metilación del gen de hsp47 y evitan la transcripción del gen de hsp47.

Procedimientos de tratamiento

La asociación específica de HSP47 con un diverso intervalo de tipos de colágeno hace a hsp47 una diana para el 40
tratamiento de la fibrosis. La inhibición de la expresión de hsp47 puede evitar la secreción de colágeno I extracelular. 
Sato et al. (Nat. Biotechnol. 2008; 26: 431-442) exploraron esta posibilidad usando ARNip para la inhibición de la 
expresión de hsp47 y la prevención de la progresión de fibrosis hepática en ratas. De forma similar, Chen et al. (Br.
J. Dermatol. 2007; 156: 1188-1195) y Wang et al. (Plast. Reconstr. Surg. 2003; 111: 1980-7) investigaron la 
inhibición de la expresión de hsp47 por tecnología de interferencia de ARN.45

En una realización, pueden usarse moléculas de ácido nucleico para regular negativamente o inhibir la expresión de 
hsp47 y/o proteínas hsp47 que surgen de hsp47 y/o polimorfismos de haplotipo de hsp47 que están asociados a una 
enfermedad o afección (p.ej., fibrosis). Puede usarse el análisis de los niveles de hsp47 y/o genes de hsp47, o 
hsp47 y/o proteína hsp47 o ARN para identificar sujetos con dichos polimorfismos o aquellos sujetos que tienen 50
riesgo de desarrollar rasgos, afecciones o enfermedades descritos en la presente memoria. Estos sujetos son 
susceptibles de tratamiento, por ejemplo tratamiento con moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la 
presente memoria y cualquier otra composición útil en el tratamiento de enfermedades relacionadas con hsp47 y/o la 
expresión del gen de hsp47. Como tal, puede usarse el análisis de los niveles de hsp47 y/o proteína hsp47 o ARN
para determinar el tipo de tratamiento y el curso de la terapia en el tratamiento de un sujeto. Puede usarse la 55
monitorización de los niveles de hsp47 y/o proteína hsp47 o ARN para predecir el resultado clínico del tratamiento y 
determinar la eficacia de compuestos y composiciones que modulan el nivel y/o actividad de ciertas hsp47 y/o 
proteínas hsp47 asociadas a un rasgo, afección o enfermedad. 

Se proporcionan composiciones y procedimientos para la inhibición de la expresión de hsp47 usando moléculas de 60
ácido nucleico pequeñas como se proporcionan en la presente memoria, tales como moléculas de ácido nucleico 
interferente corto (ANic), ARN interferente (ARNi), ARN interferente corto (ARNic), ARN bicatenario (ARNbc), 
microARN (miARN) y ARN de horquilla corto (ARNhc) capaces de mediar o que medan la interferencia de ARN 
contra la expresión génica de hsp47. La composición y procedimientos dados a conocer en la presente memoria son 
también útiles para tratar diversas fibrosis tales como fibrosis hepática, fibrosis de pulmón y fibrosis renal.65
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Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria individualmente, o en combinación o junto 
con otros fármacos, pueden usarse para prevenir o tratar enfermedades, rasgos, afecciones y/o enfermedades 
asociadas a hsp47, tales como fibrosis hepática, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, fibrosis peritoneal, daño
hepático crónico y fibrillogénesis.

5
Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria son capaces de inhibir la expresión de 
hsp47 de manera específica de secuencia. Las moléculas de ácido nucleico pueden incluir una hebra codificante y 
una hebra anticodificante que incluyen nucleótidos contiguos que son al menos parcialmente complementarios 
(anticodificante) de un ARNm de hsp47.

10
En algunas realizaciones, puede usarse ARNbc específico de hsp47 junto con otros ARNbc específicos de otras 
chaperonas moleculares que ayudan al plegamiento de proteínas recién sintetizadas, tales como calnexina, 
calrreticulina, BiP (Bergeron et al. Trends Biochem. Sci. 1994; 19:124-128; Herbert et al. 1995; Cold Spring Harb. 
Symp. Quant. Biol. 60: 405-415).

15
La fibrosis puede tratarse por interferencia de ARN usando moléculas de ácido nucleico como se dan a conocer en 
la presente memoria. Las fibrosis ejemplares incluyen fibrosis hepática, fibrosis peritoneal, fibrosis de pulmón y 
fibrosis renal. Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden inhibir la expresión 
de hsp47 de manera específica de secuencia.

20
Puede monitorizarse el tratamiento de fibrosis determinando el nivel de colágeno extracelular usando técnicas 
adecuadas conocidas en la materia tales como usando anticuerpos anti-colágeno I. El tratamiento puede 
monitorizarse también determinando el nivel de ARNm de hsp47 o el nivel de proteína HSP47 en las células del 
tejido afectado. El tratamiento puede monitorizarse también mediante cribado no invasivo del órgano o tejido 
afectado tal como por tomografía computerizada o elastografías de resonancia magnética. 25

Un procedimiento para tratar o prevenir una enfermedad o afección asociada a hsp47 en un sujeto u organismo 
puede incluir poner en contacto el sujeto u organismo con una molécula de ácido nucleico como se proporciona en la 
presente memoria en condiciones adecuadas para modular la expresión del gen de hsp47 en el sujeto u organismo.

30
Un procedimiento para tratar o prevenir la fibrosis en un sujeto u organismo puede incluir poner en contacto el sujeto 
u organismo con una molécula de ácido nucleico en condiciones adecuadas para modular la expresión del gen de 
hsp47 en el sujeto u organismo.

Un procedimiento para tratar o prevenir una o más fibrosis seleccionadas del grupo consistente en fibrosis hepática, 35
fibrosis renal y fibrosis pulmonar en un sujeto u organismo puede incluir poner en contacto el sujeto u organismo con 
una molécula de ácido nucleico en condiciones adecuadas para modular la expresión de un gen de hsp47 en el 
sujeto u organismo.

Enfermedades fibróticas 40

Las enfermedades fibróticas se caracterizan generalmente por la deposición en exceso de material fibroso en la 
matriz extracelular, lo que contribuye a cambios anormales en la arquitectura del tejido e interfiere con la función 
normal de órganos.

45
Todos los tejidos dañados por traumatismos responden mediante el inicio de un programa de curación de herida. La 
fibrosis, un tipo de trastorno caracterizado por una cicatrización excesiva, aparece cuando se altera el proceso 
autolimitado normal de curación de herida, y causa una producción y deposición excesivas de colágeno. Como 
resultado, se reemplaza tejido de órgano normal por tejido cicatricial, lo que eventualmente conduce al fallo funcional 
del órgano.50

La fibrosis puede iniciarse por diversas causas y en diversos órganos. Cirrosis hepática, fibrosis pulmonar, 
sarcoidosis, queloides y fibrosis renal son todas afecciones crónicas asociadas fibrosis progresiva, causando así una 
pérdida continua de función del tejido normal.

55
La fibrosis aguda (habitualmente con un inicio repentino y grave y de corta duración) aparece como respuesta 
común a diversas formas de traumatismo, incluyendo lesiones accidentales (particularmente lesiones de la médula y 
sistema nervioso central), infecciones, cirugía, dolencias isquémicas (p.ej., cicatrización cardiaca después de ataque 
cardiaco), quemaduras, contaminantes ambientales, alcohol y otros tipos de toxinas, síndrome de dificultad 
respiratoria aguda, tratamientos de radioterapia y quimioterapia).60

La fibrosis, una patología relacionada con la fibrosis o una patología relacionada con la reticulación aberrante de 
proteínas celulares pueden tratarse todas por los ARNic dados a conocer en la presente memoria. Las 
enfermedades fibróticas o enfermedades en que es evidente la fibrosis (patología relacionada con la fibrosis) 
incluyen las formas tanto aguda como crónica de fibrosis de órganos, incluyendo todas las variantes etiológicas de 65
las siguientes: fibrosis pulmonar, incluyendo enfermedad pulmonar intersticial y enfermedad pulmonar fibrótica, 
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fibrosis hepática, fibrosis cardiaca incluyendo fibrosis miocárdica, fibrosis renal incluyendo insuficiencia renal crónica, 
fibrosis cutánea incluyendo escleroderma, queloides y cicatrices hipertróficas; mielofibrosis (fibrosis de médula 
ósea); todos los tipos de cicatrización ocular incluyendo vitreorretinopatía proliferativa (VRP) y cicatrización 
resultante de cirugía para tratar cataratas o glaucoma; enfermedad intestinal inflamatoria de etiología variable, 
degeneración macular, oftalmopatía de Grave, ergotismo inducido por fármacos, cicatrices queloides, escleroderma, 5
psoriasis, glioblastoma en síndrome de Li-Fraumeni, glioblastoma esporádico, leucemia mieloide, leucemia 
mielogenosa aguda, síndrome mielodisplásico, síndrome mieloproferativo, cáncer ginecológico, sarcoma de Kaposi, 
enfermedad de Hansen y colitis colagenosa.

En diversas realizaciones, los compuestos (moléculas de ácido nucleico) como se dan a conocer en la presente 10
memoria pueden usarse para tratar enfermedades fibróticas, por ejemplo como se dan a conocer en la presente 
memoria, así como muchas otras enfermedades y afecciones aparte de enfermedades fibróticas, por ejemplo tales
como se dan a conocer en la presente memoria. Otras afecciones para tratar incluyen enfermedades fibróticas en 
otros órganos: fibrosis renal por cualquier razón (ERC incluyendo ERET); fibrosis de pulmón (incluyendo FPI); 
mielofibrosis, cicatrización anormal (queloides) asociada a todos los tipos posibles de lesión cutánea accidental y 15
yatrogénica (operaciones), escleroderma, cardiofibrosis, fallo de la operación de filtración de glaucoma y adhesiones 
intestinales. 

Cirugía ocular y complicaciones fibróticas
20

Puede ocurrir a menudo la contractura del tejido cicatricial resultante de cirugía ocular. La cirugía de glaucoma para 
crear nuevos canales de drenaje a menudo falla debido a la cicatrización y contracción de tejidos y el sistema de 
drenaje generado puede bloquearse, requiriendo una intervención quirúrgica adicional. Los regímenes 
anticicatrizantes actuales (mitomicina C o 5-FU) están limitados debido a las complicaciones implicadas (p.ej. 
ceguera) p.ej. véase Cordeiro M F, et al., “Human anti-transforming growth factor-beta2 antibody: a new glaucoma 25
anti-scarring agent” Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. septiembre de 1999; 40 (10): 2225-34. Puede haber también 
contracción del tejido cicatricial formado después de traumatismo corneal o cirugía corneal, por ejemplo tratamiento 
láser o quirúrgico por miopía o error refractivo en que la contracción de tejidos puede conducir a resultados 
inexactos. El tejido cicatricial puede formarse sobre/en el humor vítreo o la retina, por ejemplo, y puede causar 
eventualmente ceguera en algunos diabéticos, y puede formarse después de cirugía de desprendimiento, llamada30
vitreorretinopatía proliferativa (VRP). La VRP es la complicación más común después de desprendimiento de retina y 
está asociada a un orificio o rotura retinal. La VPR hace referencia al crecimiento de membranas celulares en la 
cavidad vítrea y sobre las superficies delantera y trasera de la retina que contienen células epiteliales pigmentadas 
retinales (EPR). Estas membranas, que son esencialmente tejidos cicatriciales, ejercen una tracción sobre la retina y 
pueden dar como resultado recaídas del desprendimiento de retina, incluso después de un procedimiento de 35
desprendimiento de retina inicialmente exitoso. 

Puede formarse tejido cicatricial en la órbita del ojo y los músculos del párpado después de cirugía de estrabismo, 
orbital o de párpado o enfermedad ocular tiroidea, y cuando aparece cicatrización de la conjuntiva, como puede 
suceder después de cirugía de glaucoma o en una enfermedad cicatricial, enfermedad inflamatoria, por ejemplo 40
penfigoide, o enfermedad infecciosa, por ejemplo tracoma. Un problema ocular adicional asociado a la contracción 
de los tejidos que incluyen colágeno es la opacificación y contractura de la cápsula del cristalino después de 
extracción de cataratas. Se ha reconocido un papel importante para los MMP en enfermedades oculares incluyendo 
curación de heridas, ojo seco, ulceración corneal estéril, erosión epitelial recurrente, neovascularización corneal, 
terigión, conjuntivocalasia, glaucoma, VPR y fibrosis ocular.45

Fibrosis hepática

La fibrosis hepática (FH) es una consecuencia generalmente irreversible del daño hepático de varias etiologías. En 
los países desarrollados, las categorías etiológicas principales son: enfermedad hepática alcohólica (30-50 %), 50
hepatitis vírica (30 %), enfermedad biliar (5-10 %), hemocromatosis primaria (5 %) y cirrosis relacionada con 
fármacos y criptogénica de etiología desconocida (10-15 %). La enfermedad de Wilson, deficiencia de α1-antitripsina 
y otras enfermedades raras pueden tener también la fibrosis hepática como uno de los síntomas. La cirrosis 
hepática, la etapa final de la fibrosis hepática, requiere frecuentemente trasplante de hígado y está entre las 10 
primeras causas de muerte en los países desarrollados. 55

Fibrosis renal y afecciones relacionadas

Insuficiencia renal crónica (IRC)
60

La insuficiencia renal crónica es una pérdida gradual y progresiva de la capacidad de los riñones de excretar 
desechos, concentrar orina y conservar electrolitos. La IRC es lentamente progresiva. Lo más a menudo es el 
resultado de cualquier enfermedad que cause una pérdida gradual de la función renal, y la fibrosis es la patología 
principal que produce IRC.

65
Nefropatía diabética
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La nefropatía diabética, cuyos distintivos son glomeruloesclerosis y fibrosis tubulointersticial, es la causa individual
más prevalente de enfermedad renal de etapa terminal en los países desarrollados, y los pacientes diabéticos 
constituyen la mayor población con diálisis. Dicha terapia es costosa y en absoluto óptima. El trasplante ofrece mejor 
resultado clínico, pero adolece de una grave escasez de donantes. 5

Enfermedad renal crónica

La enfermedad renal crónica (ERC) es un problema sanitario mundial y es reconocida como una afección común 
que está asociada a un riesgo aumentado de enfermedad cardiovascular e insuficiencia renal crónica (IRC).10

La Iniciativa para la calidad de los resultados clínicos de la enfermedad renal (K/DOQI) de la Fundación nacional del 
riñón (NKF) define enfermedad renal crónica como cualquiera de daño renal o un índice de filtrado glomerular renal 
(IFG) disminuido durante 3 o más meses. Son también conocidos otros marcadores de ERC y se usan para 
diagnóstico. En general, la destrucción de la masa renal con esclerosis irreversible y pérdida de nefronas conduce a 15
una disminución progresiva del IFG. Recientemente, la K/DOQI ha publicado una clasificación de las etapas de ERC 
como sigue:

Etapa 1: Daño renal con IFG normal o aumentado (>90 ml/min/1,73 m2)
Etapa 2: Reducción leve del IFG (60-89 ml/min/1,73 m2)20
Etapa 3: Reducción moderada del IFG (30-59 ml/min/1,73 m2)
Etapa 4: Reducción grave del IFG (15-29 ml/min/1,73 m2)
Etapa 5: Insuficiencia renal (IFG<15 ml/min/1,73 m2 o diálisis)

En las etapas 1 y 2 de ERC, el IFG solo no confirma el diagnóstico. Puede basarse en otros marcadores de daño 25
renal, incluyendo anormalidades en la composición de sangre u orina o anormalidades en las pruebas de 
imagenología.

Fisiopatología de ERC
30

Están presentes aproximadamente 1 millón de nefronas en cada riñón, contribuyendo cada una al IFG total. 
Independientemente de la etiología de la lesión renal, con la destrucción progresiva de nefronas, el riñón es capaz 
de mantener el IFG mediante hiperfiltración e hipertrofia compensatoria de las nefronas sanas restantes. Esta 
adaptabilidad de las nefronas permite un aclaramiento normal continuado de los solutos plasmáticos, de modo que 
sustancias tales como urea y creatinina empiezan a mostrar aumentos significativos en los niveles plasmáticos solo 35
después de que el IFG total haya disminuido al 50 %, cuando la reserva renal se ha agotado. El valor de creatinina 
plasmática se duplicará aproximadamente con una reducción del 50 % del IFG. Por lo tanto, una duplicación de la 
creatinina plasmática desde el valor basal de 0,6 mg/dl a 1,2 mg/dl en un paciente representa realmente una pérdida 
de un 50 % de la masa de nefronas en funcionamiento.

40
La hiperfiltración e hipertrofia de nefronas residuales, aunque beneficiosas por las razones observadas, se cree que 
representan una causa importante de disfunción renal progresiva. Se cree que esto ocurre debido a una presión 
capilar glomerular aumentada, que daña los capilares y conduce inicialmente a glomeruloesclerosis focal y 
segmental y eventualmente a glomeruloesclerosis global. Esta hipótesis se ha basado en estudios de ratas 
nefrectomizadas en 5/6, que desarrollan lesiones que son idénticas a las observadas en seres humanos con ERC.45

Las dos causas más comunes de enfermedad renal crónica son diabetes e hipertensión. Otros factores incluyen 
ataques agudos por nefrotoxinas, incluyendo agentes de contraste, o perfusión disminuida, proteinuria; 
amoniogénesis renal aumentada con lesión intersticial; hiperlipidemia; hiperfosfatemia con deposición de fosfato de 
calcio; niveles disminuidos de óxido nitroso y tabaquismo.50

En los Estados Unidos, la incidencia prevalencia de ERC es creciente, con malos resultados cínicos y alto coste 
para el sistema sanitario. La enfermedad renal es la novena causa principal de muerte en los EE.UU. La alta tasa de 
mortalidad ha conducido al decreto del Director general de sanidad de EE.UU. a la ciudadanía estadounidense, 
“Healthy People 2010”, a contener un capítulo centrado en la ERC. Los objetivos de este capítulo son articular 55
objetivos y proporcionar estrategias para reducir la incidencia, morbilidad, mortalidad y costes sanitarios de la 
enfermedad renal crónica en los Estados Unidos.

Las tasas de incidencia de enfermedad renal de etapa terminal (ERET) han aumentado también constantemente 
internacionalmente desde 1989. Los Estados Unidos tienen la tasa de incidencia más alta de ERET, seguido de 60
Japón. Japón tiene la incidencia más alta por millón de habitantes, seguido de EE.UU 

Las tasas de mortalidad asociadas a la hemodiálisis son notables e indican que la esperanza de vida de los 
pacientes que entran en hemodiálisis se acorta notablemente. A cualquier edad, los pacientes con ERET en diálisis 
tienen una mortalidad significativamente aumentada cuando se compara con los pacientes sin diálisis e individuos 65
sin enfermedad renal. A la edad de 60 años, una persona sana puede esperar vivir más de 20 años, mientras que la 
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esperanza de vida de un paciente de 60 años que empieza hemodiálisis es cercana a 4 años (Aurora y Verelli, 21 de 
mayo de 2009. “Chronic Renal Failure: Treatment & Medication”. Emedicine. 
http://emedicine.medscape.com/article/238798-treatment).

Fibrosis pulmonar5

La fibrosis pulmonar intersticial (FPI) es la cicatrización del pulmón causada por una variedad de agentes inhalados 
incluyendo partículas minerales, polvos orgánicos y gases oxidantes, o por razones desconocidas (fibrosis de 
pulmón idiopática). La enfermedad afecta a millones de individuos en todo el mundo, y no hay enfoques terapéuticos 
eficaces. La razón principal para la falta de tratamientos útiles es que pocos de los mecanismos moleculares de la 10
enfermedad se han definido suficientemente para diseñar dianas apropiadas para terapia (Lasky J A., Brody A R. 
(2000), “Interstitial fibrosis and growth factors”, Environ Health Perspect.; 108 Supl 4: 751-62).

Fibrosis cardiaca
15

La insuficiencia cardiaca es única entre los trastornos cardiovasculares importantes porque es la única en que 
aumenta la prevalencia, mientras que ha habido una notable disminución de las demás afecciones. Algo de esto 
puede atribuirse al envejecimiento de la población de los Estados Unidos y Europa. La capacidad de recuperación 
de los pacientes con daño miocárdico es también un factor importante, ya que estos pacientes pueden desarrollar 
progresión de la disfunción ventricular izquierda debida a la remodelación nociva del corazón. 20

El miocardio normal está compuesto por una variedad de células, miocitos cardiacos y no cardiomiocitos, que 
incluyen células de músculo liso endotelial y vascular y fibroblastos.

La remodelación estructural de la pared ventricular es un determinante clave del resultado clínico en la enfermedad 25
cardiaca. Dicha remodelación implica la producción y destrucción de proteínas de matriz extracelular, la proliferación 
y migración celular y la muerte celular apoptótica y necrótica. Los fibroblastos cardiacos están implicados 
crucialmente en estos procesos, produciendo factores de crecimiento y citocinas que actúan como factores 
autocrinos y paracrinos, así como proteínas y proteinasas de matriz extracelular. Estudios recientes han mostrado 
que las interacciones entre fibroblastos cardiacos y cardiomiocitos son esenciales para la progresión de la 30
remodelación cardiaca, cuyo efecto neto es el deterioro de la función cardiaca y el inicio de la insuficiencia cardiaca 
(Manabe I, et al., (2002), “Gene expression in fibroblasts and fibrosis: involvement in cardiac hypertrophy”, Circ. Res.
13; 91 (12): 1103-13).

Quemaduras y cicatrices35

Un problema particular que puede surgir, particularmente en la enfermedad fibrótica, es la contracción de tejidos, por 
ejemplo la contracción de cicatrices. La contracción de tejidos incluyendo los componentes de la matriz extracelular, 
especialmente de tejidos que incluyen colágeno, puede ocurrir con relación a muchas afecciones patológicas 
diferentes y con procedimientos quirúrgicos o cosméticos. La contractura, por ejemplo, de cicatrices puede causar 40
problemas físicos, que pueden conducir a la necesidad de tratamiento médico, o pueden causar problemas de 
naturaleza puramente cosmética. El colágeno es el componente principal de las cicatrices y otros tejidos contraídos 
y, como tal, es el componente estructural más importante para considerar. No obstante, las cicatrices y otros tejidos 
contraídos incluyen también otros componentes estructurales, especialmente otros componentes de matriz 
extracelular, por ejemplo, elastina, que pueden contribuir también a la contracción del tejido.45

La contracción de tejido que incluye colágeno, que puede incluir también otros componentes de matriz extracelular, 
ocurre frecuentemente en la curación de quemaduras. Las quemaduras pueden ser quemaduras químicas, térmicas 
o por radiación y pueden ser del ojo, la superficie de la piel o la piel y tejidos subyacentes. Puede ser también el 
caso de que haya quemaduras en los tejidos internos, por ejemplo causadas por tratamiento de radiación. La 50
contracción de los tejidos quemados es a menudo un problema y puede conducir a problemas físicos y/o 
cosméticos, por ejemplo pérdida de movimiento y/o desfiguramiento.

Los injertos cutáneos pueden aplicarse por una variedad de razones y pueden experimentar a menudo contracción 
después de la aplicación. Como con la curación de tejidos quemados, la contracción puede conducir a problemas 55
tanto físicos como cosméticos. Es un problema particularmente grave cuando son necesarios muchos injertos 
cutáneos como, por ejemplo, en un caso de quemaduras graves.

La contracción es también un problema en la producción de piel artificial. Para preparar una piel artificial auténtica, 
es necesario tener una epidermis compuesta por células epiteliales (queratinocitos) y una dermis compuesta por 60
colágeno poblado con fibroblastos. Es importante tener ambos tipos de células, porque se señalan y estimulan entre 
sí usando factores de crecimiento. El componente de colágeno de la piel artificial se contrae a menudo a menos de 
una décima parte de su área original cuando se puebla con fibroblastos. 

La contracción cicatricial, contracción debida a la retracción del tejido fibroso de una cicatriz, es común. En algunos 65
casos, la cicatriz puede volverse una cicatriz defectuosa, una cicatriz en que la contracción causa una grave 
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deformidad. El estómago de un paciente puede separarse eficazmente en dos cámaras separadas en una 
contractura de reloj de arena por la contracción del tejido cicatricial formado cuando cura una úlcera de estómago. 
Puede ocurrir la obstrucción de canales y conductos, estenosis cicatricial, debida a la contracción de tejido cicatricial. 
La contracción de vasos sanguíneos puede ser debida a obstrucción primaria o traumatismo quirúrgico, por ejemplo 
después de cirugía o angioplastia. Puede ocurrir también la estenosis de otras vísceras huecas, por ejemplo 5
uréteres. Pueden aparecer problemas cuando tiene lugar cualquier forma de cicatrización, tanto resultante de 
heridas accidentales como de cirugía. Las afecciones de la piel y tendones que implican la contracción de tejido que 
incluye colágeno incluyen afecciones postraumáticas resultantes de cirugía o accidentes, por ejemplo, lesiones de 
tendón de mano o pie, afecciones postinjerto y afecciones patológicas tales como escleroderma, contractura de 
Dupuytren y epidermólisis ampollosa. La cicatrización y contracción de tejidos en el ojo pueden ocurrir en diversas 10
afecciones, por ejemplo, las secuelas de desprendimiento de retina o retinopatía diabética (como se menciona 
anteriormente). Puede aparecer la contracción de las cuencas encontradas en el cráneo para los globos oculares y 
estructuras asociadas, incluyendo músculos extraoculares y párpados, si hay traumatismo o daño inflamatorio. Los 
tejidos se contraen en las cuencas causando una variedad de problemas, incluyendo visión doble y una apariencia 
antiestética.15

Para información adicional sobre diferentes tipos de fibrosis véanse: Molina V, et al., (2002), “Fibrotic diseases”, 
Harefuah, 141 (11): 973-8, 1009; Yu L, et al., (2002), “Therapeutic strategies to halt renal fibrosis”, Curr. Opin.
Pharmacol. 2 (2):177-81; Keane W F y Lyle P A. (2003), “Recent advances in management of type 2 diabetes and
nephropathy: lessons from the RENAAL study”, Am. J. Kidney. Dis. 41 (3 Supl 2): S22-5; Bohle A, et al., (1989), “The 20
pathogenesis of chronic renal failure”, Pathol. Res. Pract. 185 (4): 421-40; Kikkawa R, et al., (1997), “Mechanism of 
the progression of diabetic nephropathy to renal failure”, Kidney Int. Suppl. 62: S39-40; Bataller R y Brenner D A. 
(2001), “Hepatic stellate cells as a target for the treatment of hepatic fibrosis”, Semin. Liver. Dis. 21 (3): 437-51; 
Gross T J y Hunninghake G W, (2001) “Idiopathic pulmonary fibrosis”, N. Engl. J. Med. 345 (7): 517-25; Frohlich E D. 
(2001) “Fibrosis and ischemia: the real risks in hypertensive heart disease”, Am. J. Hypertens.; 14 (6 Pt 2): 194S-25
199S; Friedman S L. (2003), “Hepatic fibrosis —from bench to bedside”, J. Hepatol. 38 Supl 1:S38-53; Albanis E, et 
al., (2003), “Treatment of hepatic fibrosis: almost there”, Curr. Gastroenterol. Rep. 5 (1): 48-56; (Weber K T. (2000), 
“Fibrosis and hypertensive heart disease”, Curr. Opin. Cardiol. 15 (4): 264-72).

Suministro de moléculas de ácido nucleico y formulaciones farmacéuticas30

Las moléculas de ácido nucleico pueden adaptarse para uso para prevenir o tratar enfermedades, rasgos, 
afecciones y/o trastornos fibróticos (p.ej., hepáticos, renales, peritoneales y pulmonares), y/o cualquier otro rasgo, 
enfermedad, trastorno o afección que esté relacionado o responda a los niveles de hsp47 en una célula o tejido, 
solas o en combinación con otras terapias. Una molécula de ácido nucleico puede incluir un vehículo de suministro, 35
incluyendo liposomas, para administración a un sujeto, portadores y diluyentes y sus sales, y/o puede estar presente 
en formulaciones farmacéuticamente aceptables. 

Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden suministrarse o administrarse 
directamente con un portador o diluyente, pero no cualquier vehículo de suministro que actúe ayudando, 40
promoviendo o facilitando la entrada en la célula, incluyendo vectores víricos, partículas víricas, formulaciones 
liposómicas, lipofectina o agentes precipitantes y similares. 

Las moléculas de ácido nucleico pueden suministrarse o administrarse a un sujeto mediante aplicación directa de las 
moléculas de ácido nucleico con un portador o diluyente o cualquier otro vehículo de suministro que actúe ayudando, 45
promoviendo o facilitando la entrada en la célula, incluyendo secuencias víricas, partículas víricas, formulaciones 
liposómicas, lipofectina o agentes precipitantes y similares. Los polipéptidos que facilitan la introducción de ácido 
nucleico en un sujeto deseado son tales como aquellos descritos en la publicación de solicitud de EE.UU. nº 
20070155658 (p.ej., un derivado de melamina tal como 2,4,6-triguanidinotriazina y 2,4,6-tramidosarcocilmelamina, 
un polipéptido de poliarginina y un polipéptido que incluye residuos de glutamina y asparagina alternados).50

Se describen procedimientos para el suministro de moléculas de ácido nucleico en Akhtar et al., Trends Cell. Bio., 2:
139 (1992); “Delivery Strategies for Antisense Oligonucleotide Therapeutics”, ed. Akhtar, (1995), Maurer et al., Mol. 
Membr. Biol., 16: 129-140 (1999); Hofland y Huang, Handb. Exp. Pharmacol., 137: 165-192 (1999) y Lee et al., ACS 
Symp. Ser., 752: 184-192 (2000); patentes de EE.UU. nº 6.395.713, 6.235.310, 5.225.182, 5.169.383, 5.167.616,55
4.959.217, 4.925.678, 4.487.603 y 4.486.194 y Sullivan et al., PCT WO 94/02595, PCT WO 00/03683 y PCT WO 
02/08754 y la publicación de solicitud de patente de EE.UU. nº 2003077829. Estos protocolos pueden utilizarse para 
el suministro de virtualmente cualquier molécula de ácido nucleico. Las moléculas de ácido nucleico pueden 
administrarse a células mediante una variedad de procedimientos conocidos por los especialistas en la materia 
incluyendo, pero sin limitación, encapsulación en liposomas, iontoforesis o mediante incorporación a otros vehículos 60
tales como polímeros biodegradables, hidrogeles, ciclodextrinas (véanse, p.ej., González et al., Bioconjugate Chem., 
10: 1068-1074 (1999); Wang et al., publicaciones internacionales PCT nº WO 03/47518 y WO 03/46185), 
microesferas de poli(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) y PLCA (véanse por ejemplo la patente de EE.UU. nº 
6.447.796 y la solicitud de publicación de EE.UU. nº 2002130430), nanocápsulas biodegradables y microesferas 
bioadhesivas, o mediante vectores proteicos (O'Hare y Normand, publicación internacional PCT nº WO 00/53722). 65
Como alternativa, la combinación de ácido nucleico/vehículo se suministra localmente por inyección directa o 
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mediante el uso de una bomba de infusión. La inyección directa de las moléculas de ácido nucleico de la 
divulgación, tanto subcutánea, intramuscular como intradérmica, puede tener lugar usando metodologías de aguja y 
jeringa estándares, o mediante tecnologías sin aguja tales como aquellas descritas en Conry et al., Clin. Cancer 
Res., 5: 2330-2337 (1999) y Barry et al., publicación internacional PCT nº WO 99/31262. Las moléculas de la 
presente divulgación pueden usarse como agentes farmacéuticos. Los agentes farmacéuticos previenen o modulan 5
la aparición de o tratan (alivian un síntoma en cierto grado, preferiblemente todos los síntomas) un estado patológico 
en un sujeto.

Las moléculas de ácido nucleico pueden complejarse con lípidos catiónicos, empaquetarse en liposomas o 
suministrarse a células o tejidos diana. El ácido nucleico o complejos de ácido nucleico pueden administrarse 10
localmente a tejidos relevantes ex vivo o in vivo mediante aplicación dérmica directa, aplicación transdérmica o 
inyección, con o sin su incorporación a biopolímeros. Las moléculas de ácido nucleico de la divulgación pueden 
incluir secuencias mostradas en las Tablas I. Los ejemplos de dichas moléculas de ácido nucleico consisten 
esencialmente en las secuencias proporcionadas en la Tabla I.

15
Los sistemas de suministro incluyen liposomas modificados en superficie que contienen lípidos con polietilenglicol
(liposomas modificados con PEG o de larga circulación o liposomas ocultos). Estas formulaciones ofrecen un 
procedimiento para aumentar la acumulación de fármacos en tejidos diana. Esta clase de portadores de fármacos
resiste la opsonización y eliminación por el sistema fagocítico mononuclear (SFM o SRE), posibilitando así tiempos 
de circulación sanguínea más largos y una exposición en tejido potenciada para el fármaco encapsulado (Lasic et al.20
Chem. Rev. 1995, 95, 2601-2627; Ishiwata et al., Chem. Pharm. Bull. 1995, 43, 1005-1011).

Las moléculas de ácido nucleico pueden formularse o complejarse con polietilenimina (p.ej., PEI lineal o ramificada) 
y/o derivados de polietilenimina, incluyendo por ejemplo derivados de polietilenimina-polietilenglicol-N-
acetilgalactosamina (PEI-PEG-GAL) o polietilenimina-polietilenglicol-tri-N-acetilgalactosamina (PEI-PEG-triGAL), PEI 25
injertadas tales como PEI de galactosa, PEI de colesterol, PEI derivatizada de anticuerpo y PEI de polietilenglicol 
(PEG-PEI) y derivados de las mismas (véanse, por ejemplo, Ogris et al., 2001, AAPA PharmSci., 3, 1-11; Furgeson 
et al., 2003, Bioconjugate Chem., 14, 840-847; Kunath et al., 2002, Pharmaceutical Research, 19, 810-817; Choi et 
al., 2001, Bull. Korean Chem. Soc., 22, 46-52; Bettinger et al., 1999, Bioconjugate Chem., 10, 558-561; Peterson et 
al., 2002, Bioconjugate Chem., 13, 845-854; Erbacher et al., 1999, Journal of Gene Medicine Preprint, 1, 1-18; 30
Godbey et al., 1999, PNAS USA, 96, 5177-5181; Godbey et al., 1999, Journal of Controlled Release, 60, 149-160; 
Diebold et al., 1999, Journal of Biological Chemistry, 274, 19087-19094; Thomas y Klibanov, 2002, PNAS USA, 99, 
14640-14645; Sagara, patente de EE.UU. nº 6.586.524 y publicación de solicitud de patente de EE.UU. nº 
20030077829.

35
Las moléculas de ácido nucleico pueden complejarse con agentes disruptores de membrana tales como aquellos 
descritos en la publicación de solicitud de patente de EE.UU. nº 20010007666. El agente o agentes disruptores de 
membrana y la molécula de ácido nucleico pueden estar también complejados con un lípido catiónico o molécula 
lipídica auxiliar tal como aquellos lípidos descritos en la patente de EE.UU. nº 6.235.310.

40
Las moléculas de ácido nucleico pueden administrarse mediante suministro pulmonar, tal como mediante inhalación 
de un aerosol o formulación secada por pulverización administrada por un dispositivo de inhalación o nebulizador, 
proporcionando una captación local rápida de las moléculas de ácido nucleico en tejidos pulmonares relevantes. 
Pueden prepararse composiciones particuladas sólidas que contienen partículas secas respirables de 
composiciones de ácido nucleico micronizadas moliendo composiciones de ácido nucleico secadas o liofilizadas y 45
pasando entonces la composición micronizada, por ejemplo, a través de un tamiz de malla 400 para disgregar o 
separar los aglomerados grandes. Una composición particulada sólida que comprende las composiciones de ácido 
nucleico de la divulgación puede contener opcionalmente un dispersante que sirve para facilitar la formación de un 
aerosol, así como otros compuestos terapéuticos. Es un dispersante adecuado la lactosa, que puede combinarse 
con el compuesto de ácido nucleico a cualquier relación adecuada, tal como una relación 1 a 1 en peso.50

Los aerosoles de partículas líquidas pueden incluir moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente 
memoria y pueden producirse mediante cualquier medio adecuado, tal como con un nebulizador (véase, p.ej., la 
patente de EE.UU. nº 4.501.729). Los nebulizadores son dispositivos comercialmente disponibles que transforman 
soluciones o suspensiones de un ingrediente activo en una niebla de aerosol terapéutica mediante la aceleración de 55
un gas comprimido, típicamente aire u oxígeno, a través de un orificio de Venturi estrecho o mediante agitación 
ultrasónica. Las formulaciones adecuadas para uso en nebulizadores incluyen el ingrediente activo en un portador 
líquido en una cantidad de hasta un 40 % p/p, preferiblemente menos de un 20 % p/p de la formulación. El portador 
es típicamente agua o una solución alcohólica acuosa diluida, preferiblemente convertida en isotónica con los fluidos 
corporales mediante la adición, p.ej., de cloruro de sodio u otras sales adecuadas. Los aditivos opcionales incluyen 60
conservantes si la formulación no se prepara estéril, p.ej., hidroxibenzoato de metilo, antioxidantes, aromatizantes, 
aceites volátiles, agentes de tamponación y emulsionantes y otros tensioactivos de formulación. Pueden producirse 
igualmente aerosoles de partículas sólidas que incluyen la composición activa y tensioactivo con cualquier 
generador de aerosol particulado sólido. Los generadores de aerosol para administración de productos terapéuticos 
particulados sólidos a un sujeto producen partículas que son respirables, como se explica anteriormente, y generan 65
un volumen de aerosol que contiene una dosis medida predeterminada de una composición terapéutica a una tasa
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adecuada para administración humana. Es un tipo ilustrativo de generador de aerosol particulado sólido un 
insuflador. Las formulaciones adecuadas para administración por insuflación incluyen polvos finamente triturados 
que pueden suministrarse mediante un insuflador. En el insuflador, el polvo, p.ej., una dosis medida del mismo eficaz 
para llevar a cabo los tratamientos descritos en la presente memoria, está contenido en cápsulas o cartuchos, 
compuestos típicamente por gelatina o plástico, que se perforan o abren in situ y se suministra el polvo por aire 5
extraído del dispositivo por inhalación o mediante una bomba accionada manualmente. El polvo empleado en el 
insuflador consiste únicamente en el ingrediente activo o en una combinación en polvo que comprende el ingrediente 
activo, un diluyente en polvo adecuado tal como lactosa y un tensioactivo opcional. El ingrediente activo incluye 
típicamente de 0,1 a 100 p/p de la formulación. Un segundo tipo de generador de aerosol ilustrativo incluye un 
inhalador de dosis medida. Los inhaladores de dosis medida son dispensadores de aerosol a presión que contienen 10
típicamente una formulación en suspensión o solución del ingrediente activo en un propelente licuado. Durante el 
uso, estos dispositivos descargan la formulación a través de una válvula adaptada para suministrar un volumen 
medido, produciendo una pulverización de partículas finas que contienen el ingrediente activo. Los propelentes 
adecuados incluyen ciertos compuestos de clorofluorocarbono, p.ej., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, 
diclorotetrafluoroetano y mezclas de los mismos. La formulación puede contener adicionalmente uno o más 15
codisolventes, por ejemplo, etanol, emulsionantes y otros tensioactivos de formulación tales como ácido oleico o 
trioleato de sorbitán, antioxidantes y agentes aromatizantes adecuados. Se describen otros procedimientos para 
suministro pulmonar, p.ej., en la solicitud de patente de EE.UU .nº 20040037780 y las patentes de EE.UU. nº 
6.592.904, 6.582.728, 6.565.885. La publicación de patente PCT nº WO2008/132723 se refiere al suministro en
aerosol de oligonucleótidos en general, y de ARNic en particular, al sistema respiratorio.20

Las moléculas de ácido nucleico pueden administrarse al sistema nervioso central (SNC) o sistema nervioso 
periférico (SNP). Los experimentos han demostrado la captación in vivo eficaz de ácidos nucleicos por neuronas. 
Véanse, p.ej., Sommer et al., 1998, Antisense Nuc. Acid Drug Dev., 8, 75; Epa et al., 2000, Antisense Nuc. Acid 
Drug Dev., 10, 469; Broaddus et al., 1998, J. Neurosurg., 88(4), 734; Karle et al., 1997, Eur. J. Pharmocol., 340 (2/3), 25
153; Bannai et al., 1998, Brain Research, 784 (1,2), 304; Rajakumar et al., 1997, Synapse, 26(3), 199; Wu-pong et 
al., 1999, BioPharm, 12 (1), 32; Bannai et al., 1998, Brain Res. Protoc., 3(1), 83 y Simantov et al., 1996, 
Neuroscience, 74 (1), 39. Las moléculas de ácido nucleico son por lo tanto susceptibles de suministro a y captación 
por células del SNC y/o SNP.

30
Se proporciona el suministro de moléculas de ácido nucleico al SNC mediante una variedad de diferentes 
estrategias. Los enfoques tradicionales de suministro al SNC que pueden usarse incluyen, pero sin limitación, 
administración intratecal y intracerebroventricular, implantación de catéteres y bombas, inyección directa o perfusión 
en el sitio de herida o lesión, inyección en el sistema arterial cerebral o mediante apertura química u osmótica de la 
barrera hematoencefálica. Otros enfoques pueden incluir el uso de diversos sistemas de transporte y portadores, por 35
ejemplo mediante el uso de conjugados y polímeros biodegradables. Además, pueden usarse enfoques de terapia 
génica, p.ej., como se describen en Kaplitt et al., patente de EE.UU. nº 6.180.613 y Davidson, documento WO 
04/013280, para expresar moléculas de ácido nucleico en el SNC.

Los sistemas de suministro pueden incluir, por ejemplo, geles acuosos y no acuosos, cremas, emulsiones múltiples, 40
microemulsiones, liposomas, pomadas, soluciones acuosas y no acuosas, lociones, aerosoles, bases y polvos 
hidrocarbonados, y pueden contener excipientes tales como solubilizantes, potenciadores de la permeación (p.ej.,
ácidos grasos, ésteres de ácidos grasos, alcoholes grasos y aminoácidos) y polímeros hidrófilos (p.ej., policarbofilo y 
polivinilpirrolidona). En una realización, el portador farmacéuticamente aceptable es un liposoma o un potenciador 
transdérmico. Los ejemplos de liposomas que pueden usarse en esta divulgación incluyen los siguientes: (1) 45
CellFectin, formulación 1:1,5 (M/M) de liposoma del lípido catiónico N,NI,NII,NIII-tetrametil-N,NI,NII,NIII-
tetrapalmitilespermina y dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) (GIBCO BRL); (2) Cytofectin GSV, formulación 2:1 
(M/M) de liposoma de un lípido catiónico y DOPE (Glen Research); (3) DOTAP (metilsulfato de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)-
N,N,N-trimetilamonio) (Boehringer Manheim) y (4) Lipofectamine, formulación 3:1 (M/M) de liposoma del lípido 
policatiónico DOSPA, el lípido neutro DOPE (GIBCO BRL) y aminoácido dialquilado (DiLA2).50

Los sistemas de suministro pueden incluir parches, comprimidos, supositorios, pesarios, geles y cremas, y pueden 
contener excipientes tales como solubilizantes y potenciadores (p.ej., propilenglicol, sales biliares y aminoácidos) y 
otros vehículos (p.ej., polietilenglicol, ésteres de ácido graso y polímeros hidrófilos tales como 
hidroxipropilmetilcelulosa y ácido hialurónico).55

Las moléculas de ácido nucleico pueden formularse o complejarse con polietilenimina (p.ej., PEI lineal o ramificada) 
y/o derivados de polietilenimina, incluyendo por ejemplo PEI injertadas tales como PEI de galactosa, PEI de 
colesterol, PEI derivatizada de anticuerpo y PEI de polietilenglicol (PEG-PEI) y derivados de las mismas (véanse, por 
ejemplo, Ogris et al., 2001, AAPA PharmSci., 3, 1-11; Furgeson et al., 2003, Bioconjugate Chem., 14, 840-847; 60
Kunath et al., 2002, Pharmaceutical Research, 19, 810-817; Choi et al., 2001, Bull. Korean Chem. Soc., 22, 46-52; 
Bettinger et al., 1999, Bioconjugate Chem., 10, 558-561; Peterson et al., 2002, Bioconjugate Chem., 13, 845-854; 
Erbacher et al., 1999, Journal of Gene Medicine Preprint, 1, 1-18; Godbey et al., 1999., PNAS USA, 96, 5177-5181; 
Godbey et al., 1999, Journal of Controlled Release, 60, 149-160; Diebold et al., 1999, Journal of Biological 
Chemistry, 274, 19087-19094; Thomas y Klibanov, 2002, PNAS USA, 99, 14640-14645 y Sagara, patente de EE.UU. 65
nº 6.586.524.
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Las moléculas de ácido nucleico pueden incluir un bioconjugado, por ejemplo un conjugado de ácido nucleico como 
se describe en Vargeese et al., nº de serie de EE.UU. 10/427.160; patente de EE.UU. nº 6.528.631; patente de 
EE.UU. nº 6.335.434; patente de EE.UU. nº 6.235.886; patente de EE.UU. nº 6.153.737; patente de EE.UU. nº 
5.214.136 y patente de EE.UU. nº 5.138.045.5

Las composiciones, procedimientos y kits dados a conocer en la presente memoria pueden incluir un vector de 
expresión que incluye una secuencia de ácido nucleico que codifica al menos una molécula de ácido nucleico de la 
divulgación de manera que permita la expresión de la molécula de ácido nucleico. Los procedimientos de 
introducción de moléculas de ácido nucleico o uno o más vectores capaces de expresar las hebras de ADNbc en el 10
entorno de una célula dependerán del tipo de célula y la composición de su entorno. La molécula de ácido nucleico o 
el constructo de vector pueden introducirse directamente en la célula (concretamente de forma intracelular) o 
introducirse extracelularmente en una cavidad, espacio intersticial, en la circulación de un organismo, introducirse 
por vía oral o pueden introducirse bañando un organismo o célula con una solución que contiene ARNbc. La célula 
es preferiblemente una célula de mamífero, más preferiblemente una célula humana. La molécula de ácido nucleico 15
del vector de expresión puede incluir una región codificante y una región anticodificante. La región anticodificante 
puede incluir una secuencia complementaria de una secuencia de ARN o ADN que codifica hsp47 y la región 
codificante puede incluir una secuencia complementaria de la región anticodificante. La molécula de ácido nucleico 
puede incluir dos hebras distintas que tienen regiones codificantes y anticodificantes complementarias. La molécula 
de ácido nucleico puede incluir una sola hebra que tiene regiones codificantes y anticodificantes complementarias. 20

Las moléculas de ácido nucleico que interaccionan con moléculas de ARN diana y regulan negativamente moléculas 
de ARN que codifican genes (p.ej., las moléculas de ARN diana a las que se hace referencia con números de 
acceso a Genbank en la presente memoria) pueden expresarse a partir de unidades de transcripción insertadas en 
vectores de ADN o ARN. Los vectores recombinantes pueden ser plásmidos de ADN o vectores víricos. Los 25
vectores víricos que expresan una molécula de ácido nucleico pueden construirse basándose en, pero sin limitación, 
virus adenoasociados, retrovirus, adenovirus o alfavirus. Los vectores recombinantes capaces de expresar las 
moléculas de ácido nucleico pueden suministrarse como se describe en la presente memoria y persistir en las 
células diana. Como alternativa, pueden usarse vectores víricos que proporcionan la expresión transitoria de 
moléculas de ácido nucleico. Dichos vectores pueden administrarse repetidamente según sea necesario. Una vez 30
expresadas, las moléculas de ácido nucleico se unen a y regulan negativamente la función o expresión génica a 
través de interferencia de ARN (iARN). El suministro de vectores que expresan una molécula de ácido nucleico 
puede ser sistémico, tal como mediante administración intravenosa o intramuscular, mediante administración de 
células diana extraídas de un sujeto seguido de reintroducción al sujeto o mediante cualquier otro medio que permita 
la introducción en la célula diana deseada. 35

Los vectores de expresión pueden incluir una secuencia de ácido nucleico que codifica al menos una molécula de 
ácido nucleico dada a conocer en la presente memoria de manera que permita la expresión de la molécula de ácido 
nucleico. Por ejemplo, el vector puede contener una secuencia o secuencias que codifican ambas hebras de una 
molécula de ácido nucleico que incluye un dúplex. El vector puede contener también una secuencia o secuencias 40
que codifican una sola molécula de ácido nucleico que es autocomplementaria y por tanto forma una molécula de 
ácido nucleico. Se describen ejemplos no limitantes de dichos vectores de expresión en Paul et al., 2002, Nature 
Biotechnology, 19, 505; Miyagishi y Taira, 2002, Nature Biotechnology, 19, 497; Lee et al., 2002, Nature 
Biotechnology, 19, 500 y Novina et al., 2002, Nature Medicine, publicación en línea avanzada doi: 10.1038/nm725. 
Los vectores de expresión pueden incluirse también en una célula de mamífero (p.ej., humana).45

Un vector de expresión puede incluir una secuencia de ácido nucleico que codifica dos o más moléculas de ácido 
nucleico, que pueden ser iguales o diferentes. Los vectores de expresión pueden incluir una secuencia de una 
molécula de ácido nucleico complementaria de una molécula de ácido nucleico a la que se hace referencia en el 
número de acceso a Genbank NM_001235, por ejemplo aquellas mostradas en la Tabla I.50

Un vector de expresión puede codificar una o ambas hebras de un dúplex de ácido nucleico, o una sola hebra 
autocomplementaria que autohibrida en un dúplex de ácido nucleico. Las secuencias de ácido nucleico que codifican 
moléculas de ácido nucleico pueden ligarse operativamente de manera que permita la expresión de la molécula de 
ácido nucleico (véanse, por ejemplo, Paul et al., 2002, Nature Biotechnology, 19, 505; Miyagishi y Taira, 2002, 55
Nature Biotechnology, 19, 497; Lee et al., 2002, Nature Biotechnology, 19, 500 y Novina et al., 2002, Nature 
Medicine, publicación en línea avanzada doi: 10.1038/nm725).

Un vector de expresión puede incluir una más de las siguientes: a) una región de inicio de la transcripción (p.ej., 
región de inicio eucariótica pol I, II o III); b) una región de terminación de la transcripción (p.ej., región de terminación 60
eucariótica pol I, II o III); c) un intrón y d) una secuencia de ácido nucleico que codifica al menos una de las 
moléculas de ácido nucleico; en la que dicha secuencia está ligada operativamente con la región de inicio y la región 
de terminación de manera que se permita la expresión y/o suministro de la molécula de ácido nucleico. El vector 
puede incluir opcionalmente un marco abierto de lectura (ORF) de una proteína ligada operativamente por el lado 5’ 
o el lado 3’ de la secuencia que codifica la molécula de ácido nucleico y/o un intrón (secuencias intermedias).65
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La transcripción de las secuencias de molécula de ácido nucleico puede impulsarse por un promotor de ARN 
polimerasa I (pol I), ARN polimerasa II (pol II) o ARN polimerasa III (pol III) eucariótico. Los transcritos de promotores 
pol II o pol III se expresan a altos niveles en todas las células; los niveles de un promotor pol II dado en un tipo 
celular dado dependen de la naturaleza de las regiones reguladoras génicas (potenciadores, silenciadores, etc.) 
presentes cercanos. Se usan también promotores de ARN polimerasa procarióticos, a condición de que la enzima 5
ARN polimerasa procariótica se exprese en células apropiadas (Elroy-Stein y Moss, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87, 6743-7; Gao y Huang 1993, Nucleic Acids Res., 21, 2867-72; Lieber et al., 1993, Methods Enzymol., 217, 
47-66; Zhou et al., 1990, Mol. Cell. Biol., 10, 4529-37). Varios investigadores han demostrado que las moléculas de 
ácido nucleico expresadas a partir de dichos promotores pueden funcionar en células de mamífero (p.ej. Kashani-
Sabet et al., 1992, Antisense Res. Dev., 2, 3-15; Ojwang et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89, 10802-6; Chen 10
et al., 1992, Nucleic Acids Res., 20, 4581-9; Yu et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90, 6340-4; L′Huillier et al., 
1992, EMBO J., 11, 4411-8; Lisziewicz et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, 90, 8000-4; Thompson et al., 1995, 
Nucleic Acids Res., 23, 2259; Sullenger y Cech, 1993, Science, 262, 1566). Más específicamente, las unidades de 
transcripción, tales como aquellas derivadas de genes que codifican ARN nuclear pequeño U6 (ARNnp), ARN de 
transferencia (ARNt) y ARN AV de adenovirus, son útiles en la generación de altas concentraciones de las 15
moléculas de ARN deseadas tales como ANic en células (Thompson et al., anteriormente; Couture y Stinchcomb, 
1996, anteriormente; Noonberg et al., 1994, Nucleic Acid Res., 22, 2830; Noonberg et al., patente de EE.UU. nº
5.624.803; Good et al., 1997, Gene Ther., 4, 45; Beigelman et al., publicación internacional PCT nº WO 96/18736. 
Las unidades de transcripción de ácido nucleico anteriores pueden incorporarse a una variedad de vectores para la 
introducción en células de mamífero incluyendo, pero sin limitación, vectores de ADN de plásmido, vectores de ADN 20
vírico (tales como vectores adenovíricos o víricos adenoasociados) o vectores de ARN vírico (tales como vectores 
retrovíricos o alfavíricos) (véase Couture y Stinchcomb, 1996 anteriormente).

La molécula de ácido nucleico puede expresarse en células a partir de promotores eucarióticos (p.ej., Izant y 
Weintraub, 1985, Science, 229, 345; McGarry y Lindquist, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 83, 399; Scanlon et al., 25
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 10591-5; Kashani-Sabet et al., 1992, Antisense Res. Dev., 2, 3-15; Dropulic et 
al., 1992, J. Virol., 66, 1432-41; Weerasinghe et al., 1991, J. Virol., 65, 5531-4; Ojwang et al., 1992, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 89, 10802-6; Chen et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20, 4581-9; Sarver et al., 1990 Science, 247, 1222-
1225; Thompson et al., 1995, Nucleic Acids Res., 23, 2259; Good et al., 1997, Gene Therapy, 4, 45. Los 
especialistas en la materia se darán cuenta de que puede expresarse cualquier ácido nucleico en células 30
eucarióticas a partir del vector de ADN/ARN apropiado. La actividad de dichos ácidos nucleicos puede aumentarse 
mediante su liberación desde el transcrito primario por un ácido nucleico enzimático (Draper et al., documento PCT 
WO 93/23569 y Sullivan et al., documento PCT WO 94/02595; Ohkawa et al., 1992, Nucleic Acids Symp. Ser., 27, 
15-6; Taira et al., 1991, Nucleic Acids Res., 19, 5125-30; Ventura et al., 1993, Nucleic Acids Res., 21, 3249-55; 
Chowrira et al., 1994, J. Biol. Chem., 269, 25856.35

Un constructo vírico empaquetado en una partícula vírica conseguiría tanto una introducción eficaz de un constructo
de expresión en la célula como la transcripción del ARNbc codificado por el constructo de expresión.

Los procedimientos para introducción oral incluyen el mezclado directo de ARN con alimento del organismo, así 40
como enfoques genomanipulados en que una especie que se usa como alimento se genomanipula para expresar un 
ARN y se alimenta entonces al organismo para afectar. Pueden emplearse procedimientos físicos para introducir 
una solución de molécula de ácido nucleico en la célula. Los procedimientos físicos de introducción de ácidos 
nucleicos incluyen la inyección de una solución que contiene la molécula de ácido nucleico, el bombardeo por 
partículas recubiertas con la molécula de ácido nucleico, el empapado de la célula u organismo en una solución de 45
ARN o la electroporación de membranas celulares en presencia de la molécula de ácido nucleico.

Pueden usarse otros procedimientos conocidos en la materia para introducir ácidos nucleicos en células, tales como 
transporte por portador mediado por lípido, transporte mediado por producto químico tal como fosfato de calcio y 
similares. Por tanto, las moléculas de ácido nucleico pueden introducirse junto con componentes que efectúan una o 50
más de las siguientes actividades: potenciar la captación de ARN por la célula, promover la reasociación de las 
hebras de dúplex, estabilizar las hebras reasociadas o aumentar de otro modo la inhibición del gen diana.

Las moléculas de ácido nucleico o el constructo de vector pueden introducirse en la célula usando formulaciones 
adecuadas. Es una formulación preferible con una formación lipídica tal como en Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, 55
CA, EE.UU.) y liposomas acoplados a vitamina A (Sato et al. Nat. Biotechnol. 2008; 26: 431-442, publicación de 
patente PCT nº WO 2006/068232). Las formulaciones lipídicas pueden administrarse también a animales tal como 
por inyección intravenosa, intramuscular o intraperitoneal, o por vía oral o por inhalación u otros procedimientos
como son conocidos en la materia. Cuando la formulación es adecuada para administración a animales tales como 
mamíferos, y más específicamente seres humanos, la formulación es también farmacéuticamente aceptable. Las 60
formulaciones farmacéuticamente aceptables para administrar oligonucleótidos son conocidas y pueden usarse. En 
algunos casos, puede ser preferible formular el ARNbc en un tampón o solución salina e inyectar directamente el 
ARNbc formulado en células, como en estudios con ovocitos. Puede realizarse también la inyección directa de 
dúplex de ARNbc. Para procedimientos adecuados de introducción de ARNbc, véase la publicación de patente 
publicada de EE.UU. nº 2004/0203145, 20070265220.65
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Las nanocápsulas o microcápsulas poliméricas facilitan el transporte y liberación del ARNbc encapsulado o unido a
la célula. Incluyen materiales poliméricos y monoméricos, incluyendo especialmente poli(cianoacrilato de butilo). Se 
ha publicado un resumen de los materiales y procedimientos de fabricación (véase Kreuter, 1991). Los materiales 
poliméricos que se forman a partir de precursores monoméricos y/u oligoméricos en la etapa de 
polimerización/generación de nanopartículas son conocidos por sí mismos en la técnica anterior, así como los pesos 5
moleculares y distribución de peso molecular del material polimérico que un especialista en el campo de fabricación 
de nanopartículas puede seleccionar adecuadamente de acuerdo con las habilidades habituales.

Las moléculas de ácido nucleico pueden formularse como una microemulsión. Una microemulsión es un sistema de 
agua, aceite y anfífilo que es una única solución líquida ópticamente isotrópica y termodinámicamente estable. 10
Típicamente, las microemulsiones se preparan dispersando en primer lugar un aceite en una solución tensioactiva 
acuosa y añadiendo entonces suficiente cantidad de un 4º componente, generalmente un alcohol de cadena larga, 
formando un sistema transparente.

Los tensioactivos que pueden usarse en la preparación de microemulsiones incluyen, pero sin limitación, 15
tensioactivos iónicos, tensioactivos no iónicos, Brij 96, polioxietilenoleiléteres, ésteres de ácido graso de poliglicerol, 
monolaurato de tetraglicerol (ML310), monoleato de tetraglicerol (MO310), monoleato de hexaglicerol (PO310), 
pentaoleato de hexaglicerol (PO500), monocaprato de decaglicerol (MCA750), monooleato de decaglicerol (MO750), 
sesquioleato de decaglicerol (SO750) y decaoleato de decaglicerol (DA0750), solos o en combinación con 
cotensioactivos. El cotensioactivo, habitualmente un alcohol de cadena corta tal como etanol, 1-propanol y 1-butanol, 20
sirve para aumentar la fluidez interfásica al penetrar en la película tensioactiva y crear por consiguiente una película 
desordenada debido al espacio vacío generado entre las moléculas tensioactivas. 

Polímeros reticulados hidrosolubles
25

Las formulaciones de suministro pueden incluir polímeros reticulados degradables hidrosolubles que incluyen uno o 
más restos lipídicos reticulables degradables uno o más restos de PEI y/o uno o más mPEG (derivado de metiléter 
de PEG (metoxipoli(etilenglicol)).

Los restos lipídicos degradables incluyen preferiblemente compuestos que tienen el siguiente motivo estructural:30

En la fórmula anterior, los ligamientos éster son grupos biodegradables, R representa un grupo “lipoico” 
relativamente hidrófobo y el motivo estructural mostrado aparece m veces, en que m está en el intervalo de 
aproximadamente 1 a aproximadamente 30. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, R se selecciona del grupo 
consistente en alquilo C2-C50, heteroalquilo C2-C50, alquenilo C2-C50, heteroalquenilo C2-C50, arilo C5-C50; heteroarilo 35
C2-C50; alquinilo C2-C50, heteroalquinilo C2-C50, carboxialquenilo C2-C50 y carboxiheteroalquenilo C2-C50. En 
realizaciones preferidas, R es un alquilo saturado o insaturado que tiene de 4 a 30 carbonos, más preferiblemente 
de 8 a 24 carbonos o un esterol, preferiblemente un resto colesterol. En realizaciones preferidas, R es oleico, láurico, 
mirístico, palmítico, margárico, esteárico, araquídico, behénico o lignocérico. En la realización más preferida, R es 
oleico.40

El N en la fórmula (B) puede tener un par de electrones o un enlace con un átomo de hidrógeno. Cuando N tiene un 
par de electrones, la unidad repetida puede ser catiónica a pH bajo.

El resto lipídico reticulable degradable puede reaccionar con una polietilenimina (PEI) como se muestra en el 45
Esquema A siguiente:
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Esquema A

En la fórmula (A), R tiene los mismos significados que se describen anteriormente. La PEI puede contener unidades 
repetidas de fórmula (B), en que x es un entero en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 e y 
es un entero en el intervalo de aproximadamente 1 a aproximadamente 100.5

La reacción ilustrada en el Esquema A puede llevarse a cabo entremezclando la PEI y el diacrilato (I) en un 
disolvente mutuo tal como etanol, metanol o diclorometano con agitación, preferiblemente a temperatura ambiente 
durante varias horas, y evaporando entonces el disolvente para recuperar el polímero resultante. Aún sin desear 
ligarse a teoría particular alguna, se cree que la reacción entre PEI y diacrilato (I) implica una reacción de Michael 10
entre una o más aminas de la PEI con el doble o dobles enlaces del diacrilato (véase J. March, “Advanced Organic 
Chemistry” 3ª Ed, pág. 711-712 (1985)). El diacrilato mostrado en el Esquema A puede prepararse de la manera 
descrita en la solicitud de EE.UU. nº de serie 11/216.986 (publicación de EE.UU. nº 2006/0258751).

El peso molecular de la PEI está preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 200 a 25.000 Da, más 15
preferiblemente de 400 a 5.000 Da, aún más preferiblemente de 600 a 2.000 Da. La PEI puede ser ramificada o 
lineal.

La relación molar de PEI a diacrilato está preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1:2 a 
aproximadamente 1:20. El peso molecular medio ponderado del lipopolímero catiónico puede estar en el intervalo de 20
aproximadamente 500 Da a aproximadamente 1.000.000 Da, preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 
2.000 Da a aproximadamente 200.000 Da. Los pesos moleculares pueden determinarse por cromatografía de 
exclusión por tamaño usando patrones de PEG o por electroforesis en gel de agarosa.

El lipopolímero catiónico es preferiblemente degradable, más preferiblemente biodegradable, p.ej., degradable 25
mediante un mecanismo seleccionado del grupo constituido por hidrólisis, escisión enzimática, reducción, 
fotoescisión y sonicación. Aún sin desear ligarse a teoría particular alguna, se cree que la degradación del 
lipopolímero catiónico de formula (II) en la célula procede por escisión enzimática y/o hidrólisis de los ligamientos 
éster. 

30
La síntesis puede llevarse a cabo haciendo reaccionar el resto lipídico degradable con el resto de PEI como se 
describe anteriormente. Entonces, se añade el mPEG (derivado de metiléter de PEG (metoxipoli(etilenglicol)), 
formando el polímero reticulado degradable. En realizaciones preferidas, se lleva a cabo la reacción a temperatura 
ambiente. Los productos de reacción pueden aislarse por cualquier medio conocido en la materia, incluyendo 
técnicas cromatográficas. En una realización preferida, el producto de reacción puede retirarse mediante 35
precipitación seguida de centrifugación.
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Dosificaciones

La dosificación útil para administrar y el modo particular de administración variarán dependiendo de factores tales 
como el tipo celular, o para uso in vivo, la edad, peso y animal y región particular del mismo para tratar, el ácido 
nucleico y procedimiento de suministro particular usados, el uso terapéutico o de diagnóstico contemplado y la forma 5
de la formulación, por ejemplo suspensión, emulsión, micela o liposoma, como resultará claramente evidente para 
los especialistas en la materia. Típicamente, la dosificación se administra a niveles menores y se aumenta hasta 
alcanzar el efecto deseado.

Cuando se usan lípidos para suministrar el ácido nucleico, la cantidad de compuesto lipídico que se administra 10
puede variar y depende generalmente de la cantidad de ácido nucleico que se esté administrando. Por ejemplo, la 
relación en peso de compuesto lipídico a ácido nucleico es preferiblemente de aproximadamente 1:1 a 
aproximadamente 30:1, siendo más preferida una relación en peso de aproximadamente 5:1 a aproximadamente 
10:1.

15
Una unidad de dosificación adecuada de moléculas de ácido nucleico puede estar en el intervalo de 0,001 a 0,25 mg 
por kg de peso corporal del receptor al día, o en el intervalo de 0,01 a 20 μg por kg de peso corporal al día, o en el 
intervalo de 0,01 a 10 μg o kg de peso corporal al día, o en el intervalo de 0,10 a 5 μg por kg de peso corporal al día 
o en el intervalo de 0,1 a 2,5 μg por g de peso corporal al día. 

20
Pueden introducirse cantidades adecuadas de moléculas de ácido nucleico, y estas cantidades pueden determinarse 
empíricamente usando procedimientos estándares. Las concentraciones eficaces de especies de molécula de ácido 
nucleico individuales en el entorno de una célula pueden ser de aproximadamente 1 fM, aproximadamente 50 fM, 
100 fM, 1 pM, 1,5 pM, 2,5 pM, 5 pM, 10 pM, 25 pM, 50 pM, 100 pM, 500 pM, 1 nM, 2,5 nM, 5 nM, 10 nM, 25 nM, 50 
nM, 100 nM, 500 nM, 1 μM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM, 100 μM o más.25

La dosificación puede ser de 0,01 μg a 1 g por kg de peso corporal (p.ej., 0,1 μg, 0,25 μg, 0,5 μg, 0,75 μg, 1 μg, 2,5 
μg, 5 μg, 10 μg, 25 μg, 50 μg, 100 μg, 250 μg, 500 μg, 1 mg, 2,5 mg, 5 mg, 10 mg, 25 mg, 50 mg, 100 mg, 250 mg o 
500 mg por kg).

30
Los niveles de dosificación del orden de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 140 mg por kilogramo de 
peso corporal al día son útiles en el tratamiento de las afecciones anteriormente indicadas (de aproximadamente 0,5 
mg a aproximadamente 7 g por sujeto al día). La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con los 
materiales portadores para producir una única forma de dosificación varía dependiendo del hospedador tratado y del 
modo de administración particular. Las formas unitarias de dosificación contienen generalmente entre 35
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 500 mg de ingrediente activo.

Se entiende que el nivel de dosis específico para cualquier sujeto particular depende de una variedad de factores, 
incluyendo actividad del compuesto específico empleado, edad, peso corporal, estado de salud general, sexo, dieta, 
momento de administración, vía de administración y tasa de excreción, combinación de fármacos y gravedad de la 40
enfermedad particular que experimenta terapia.

Las composiciones farmacéuticas que incluyen la molécula de ácido nucleico dada a conocer en la presente 
memoria pueden administrarse una vez al día, qid, tid, bid, QD, o en cualquier intervalo y durante cualquier periodo 
que sea médicamente apropiado. Sin embargo, el agente terapéutico puede dosificarse también en unidades de 45
dosificación que contienen 2, 3, 4, 5, 6 o más subdosis administradas a intervalos apropiados a lo largo del día. En 
ese caso, las moléculas de ácido nucleico contenidas en cada subdosis pueden ser correspondientemente menores 
para conseguir la unidad de dosificación diaria total. La unidad de dosificación puede estar compuesta también por 
una única dosis durante varios días, p.ej., usando una formulación de liberación mantenida convencional que 
proporciona una liberación mantenida y consistente del ARNbc durante un periodo de varios días. Las formulaciones 50
de liberación mantenida son bien conocidas en la materia. La unidad de dosificación puede contener el 
correspondiente múltiplo de la dosis diaria. La composición puede estar compuesta de tal modo que la suma de las 
múltiples unidades de ácido nucleico juntas contenga una dosis suficiente.

Composiciones, kits y envases farmacéuticos55

Se proporcionan también composiciones, kits, envases y formulaciones que incluyen una molécula de ácido nucleico 
(p.ej., una molécula de ANic) como se proporciona en la presente memoria para reducir la expresión de hsp47 para 
administrar la molécula de ácido nucleico a o distribuir en un paciente. Un kit puede incluir al menos un envase y al 
menos una etiqueta. Los envases adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringuillas y tubos de ensayo. 60
Los envases pueden estar formados por una variedad materiales tales como vidrio, metal o plástico. El envase 
puede contener una secuencia o secuencias aminoacídicas, una molécula o moléculas pequeñas, una secuencia o 
secuencias de ácido nucleico, una población o poblaciones celulares y/o un anticuerpo o anticuerpos. En una 
realización, el envase contiene un polinucleótido para uso en el examen del perfil de expresión de ARNm de una 
célula, junto con reactivos usados con este fin. En otra realización, el envase incluye un anticuerpo, fragmento de 65
unión a antígeno del mismo o proteína de unión específica para uso en la evaluación de la expresión de proteína 
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hsp47 en células y tejidos, o con fines de laboratorio, de pronóstico, de diagnóstico, profilácticos y terapéuticos 
relevantes; pueden incluirse sobre o con dicho envase indicaciones y/o instrucciones para dichos usos, así como 
reactivos y otras composiciones o herramientas usados con estos fines. Los kits pueden incluir adicionalmente 
indicaciones y/o instrucciones; pueden incluirse también reactivos y otras composiciones o herramientas usados con 
dichos fines.5

El envase puede contener como alternativa una composición que es eficaz para tratar, diagnosticar, pronosticar o 
tratar profilácticamente una afección y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el envase puede ser 
una bolsa de solución intravenosa o un vial que tiene un tapón perforable por una aguja de inyección hipodérmica). 
Los agentes activos en la composición pueden ser una molécula de ácido nucleico capaz de unirse específicamente 10
a hsp47 y/o de modular la función de hsp47.

Un kit puede incluir adicionalmente un segundo envase que incluye un tampón farmacéuticamente aceptable, tal 
como solución salina tamponada con fosfato, solución de Ringer y/o solución de dextrosa. Puede incluir 
adicionalmente otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros 15
tampones, diluyentes, cargas, agitadores, agujas, jeringuillas y/o prospectos con indicaciones y/o instrucciones de 
uso.

Las ampollas o envases multidosis de dosificación unitaria en que se empaquetan las moléculas de ácido nucleico 
antes del uso pueden incluir un envase sellado herméticamente que encierra una cantidad de polinucleótido o 20
solución que contiene un polinucleótido adecuada para una dosis farmacéuticamente eficaz del mismo, o múltiplos 
de una dosis eficaz. El polinucleótido se empaqueta como una formulación estéril y el envase herméticamente 
sellado se diseña para conservar la esterilidad de la formulación hasta el uso.

El envase del polinucleótido que incluye una secuencia que codifica un elemento de respuesta inmunitaria celular o 25
fragmento del mismo puede incluir un paquete que está etiquetado, y la etiqueta puede llevar un aviso en la forma 
prescrita por una agencia gubernamental, por ejemplo la Dirección general de fármacos y alimentos, reflejando este 
aviso la aprobación por la agencia según las leyes federales de EE.UU. de la fabricación uso o venta del material 
polinucleotídico del mismo para administración humana.

30
Las leyes federales de EE.UU. requieren que el uso de composiciones farmacéuticas en la terapia de seres 
humanos esté aprobado por una agencia del gobierno federal. En los Estados Unidos, la ejecución es 
responsabilidad de la Dirección general de fármacos y alimentos, que expide las reglamentaciones apropiadas para 
asegurar dicha aprobación, detalladas en el título 21 del U.S.C. secciones 301-392. La reglamentación del material 
biológico, incluyendo productos compuestos por tejidos de animales, se regula por el título 42 del U.S.C. sección 35
262. Se requiere una aprobación similar para la mayoría de países extranjeros. Las reglamentaciones varían de país 
a país, pero los procedimientos individuales son bien conocidos en la materia y las composiciones y procedimientos 
proporcionados en la presente memoria se ajustan preferiblemente a ellas por consiguiente.

La dosificación para administrar depende en gran medida de la afección y tamaño del sujeto que se esté tratando, 40
así como de la frecuencia de tratamiento y la vía de administración. Los regímenes para continuar la terapia, 
incluyendo dosis y frecuencia, pueden estar guiados por la respuesta inicial y el criterio clínico. Se prefiere la vía 
parenteral de inyección en el espacio intersticial de tejidos, pero pueden requerirse otras vías parenterales, tales 
como inhalación de una formulación en aerosol, en la administración específica, como por ejemplo a las membranas 
mucosas de nariz, garganta, tejidos bronquiales o pulmones.45

Como tal, se proporciona en la presente memoria un producto farmacéutico que puede incluir un polinucleótido que 
incluye una secuencia que codifica una respuesta inmunitaria celular o fragmento del mismo en solución en un 
portador inyectable farmacéuticamente aceptable y adecuado para introducción intersticial en un tejido para causar 
que las células del tejido expresen un elemento de respuesta inmunitaria celular o fragmento del mismo, un envase 50
que encierra la solución y un aviso asociado al envase en la forma prescrita por la agencia gubernamental que 
reglamenta la fabricación, uso o venta de productos farmacéuticos, siendo dicho aviso reflejo de la aprobación por la 
agencia de la fabricación, uso o venta de la solución de polinucleótido para administración humana.

Indicaciones55

Las moléculas de ácido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden usarse para tratar enfermedades, 
afecciones o trastornos asociados a hsp47, tales como fibrosis hepática, cirrosis, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, 
fibrosis peritoneal, daño hepático crónico y fibrillogénesis, y cualquier otra enfermedad o afección que esté 
relacionada o responda a los niveles de hsp47 en una célula o tejido, solas o en combinación con otras terapias. 60
Como tales, las composiciones, kits y procedimientos dados a conocer en la presente memoria pueden incluir 
empaquetar una molécula de ácido nucleico dada a conocer en la presente memoria incluyendo una etiqueta o un 
prospecto. La etiqueta puede incluir indicaciones para uso de las moléculas de ácido nucleico tales como para uso 
en el tratamiento o la prevención de fibrosis hepática, fibrosis peritoneal, fibrosis renal y fibrosis pulmonar, y 
cualquier otra enfermedad o afección que esté relacionada con o responda a los niveles de hsp47 en una célula o 65
tejido, solas o en combinación con otras terapias. Una etiqueta puede incluir una indicación para uso en la reducción 
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de la expresión de hsp47. Se usa “prospecto” para hacer referencia a las instrucciones incluidas habitualmente en 
paquetes comerciales de productos terapéuticos, que contienen información sobre las indicaciones, uso,
dosificación, administración, contraindicaciones, otros productos terapéuticos para combinar con el producto 
empaquetado y/o advertencias referentes al uso de dichos productos terapéuticos, etc. 

5
Los especialistas en la materia reconocerán que pueden combinarse fácilmente otros tratamientos, fármacos y 
terapias antifibróticos conocidos en la materia con las moléculas de ácido nucleico de la presente memoria (p.ej.
moléculas de ANic) y por ello se contempla en la presente memoria.

Los procedimientos y composiciones proporcionados en la presente memoria se describirán ahora con más detalle 10
por referencia a los siguientes ejemplos no limitantes. 

EJEMPLO 1. 
Selección de secuencias de molécula de ácido nucleico de hsp47 

15
Se diseñaron moléculas de ácido nucleico (p.ej., ANic ≤	25 nucleótidos) contra Hsp47 usando varios programas 
informáticos incluyendo “siRNA at Whitehead” (Whitehead Institute for Biomedical Research), “IDT siRNA Design”
(Integrated DNA Technologies), “BLOCK-iT RNAi Designer” (Invitrogen), “siDESIGN Center” (Dharmacon) y 
“BIOPREDsi” (Friedrich Miescher Institute for Biomedical Research, parte de Novartis Research Foundation, 
disponible en http://www.biopredsi.orgistart.html). Se compararon y seleccionaron las secuencias de los ARNic de 20
más puntuación de estos programas (véase la Tabla 1) basándose en los algoritmos así como en la homología de 
secuencia entre ser humano y rata. Se validaron las secuencias candidatas mediante ensayos de desactivación 
génica in vitro.

Se consideraron varios parámetros para seleccionar una molécula de ácido nucleico (p.ej., una secuencia de ARNic 25
de 21 unidades). Los parámetros ejemplares incluyen: 

1) estabilidad termodinámica (el RISC favorece la hebra con un extremo 5’ menos estable)
2) 30-52 % de contenido de GC
3) preferencia nucleotídica posicional:30

(C/G)NNNNNNNN(A/U)10NNNNNNNN(A/U), en que N es cualquier nucleótido
4) desprovisto de presuntos motivos inmunoestimulatorios 
5) saliente 3’ de 2 nucleótidos
6) posición de ARNic en el transcrito (preferiblemente en la región de ADNc)
7) especificidad de secuencia (comprobada usando BLAST)35
8) variaciones en un solo nucleótido comprobando la base de datos de SNP

Se diseñaron secuencias de ARNic que tienen ≤	25 nucleótidos basándose en los procedimientos anteriores. Se 
diseñaron los correspondientes ARNic de sustrato de Dicer (p.ej., ≥ 26 nucleótidos) basándose en las secuencias 
menores y extendiendo el sitio diana del ANic ≤	 25 nucleótidos al añadir 4 bases al extremo 3’ de la hebra 40
codificante y 6 bases al extremo 5’ de la hebra anticodificante. Los sustratos de Dicer que se prepararon tienen 
generalmente una hebra codificante de 25 bases y una hebra anticodificante de 27 bases con una molécula 
asimétrica de extremo romo y saliente 3′. Se proporcionan en la Tabla 1 las secuencias de la hebra codificante y 
anticodificante sin modificación de bases (secuencia de bases) y con modificaciones (secuencia experimental).

45
EJEMPLO 2 

Para cribar la potencia de diversas moléculas de ANic contra genes de hsp47 tanto humano como de rata, se 
establecieron diversas líneas celulares indicadoras mediante la inducción lentivírica de constructo de ADNc de 
HSP47 humana-proteína fluorescente verde (GFP) o ADNc de GP46 de rata-GFP en las líneas celulares 293, 50
HT1080, línea HSC humana hTERT o NRK. Se evaluaron adicionalmente en estas líneas celulares los ARNic contra 
GFP. Se midió la señal de fluorescencia residual, se normalizó con ARNic aleatorizado (Ambion) y se normalizó 
posteriormente con la viabilidad celular. Los resultados mostraron que los ARNic contra GFP desactivan
génicamente la fluorescencia en diferente medida en diferentes líneas celulares (FIG. 1). Se seleccionaron las líneas 
celulares 293_HSP47-GFP y 293_GP46-GFP para cribado de siHsp47 debido a su facilidad de transfección y 55
sensibilidad a la desactivación génica de la fluorescencia.

Transfección de ARNic:

Se transfectaron las células con 1,5 pmol por pocillo de ARNic contra GFP en placas de cultivo de 96 pocillos 60
usando Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) en un modo de transfección inversa. Se sembraron las células a 6.000 
células por pocillo y se mezclaron con los complejos de ARNic. Se tomaron lecturas de fluorescencia después de 72 
horas de incubación en un lector de microplacas multimodal Synergy 2 (BioTek).

Ensayo de viabilidad celular:65
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Se midió la viabilidad de células tratadas con o sin ANic después de 72 horas de incubación usando el kit de ensayo 
de viabilidad celular CellTiter-Glo Luminescent según el manual (Promega). Se normalizaron las lecturas con 
muestras tratadas con moléculas de ANic aleatorizadas.

EJEMPLO 3.5
Evaluación de la eficacia inhibidora de siHsp47 sobre la expresión de hsp47 en líneas celulares indicadoras

Se evaluó en ANic contra hsp47 su eficacia inhibidora en las líneas celulares 293_HSP47-GFP y 293_GP46-GFP 
evaluando el cambio de la señal de fluorescencia de la GFP indicadora. Se llevaron a cabo los experimentos como 
se describe en el Ejemplo 2. Se normalizaron las señales fluorescentes con células tratadas con ARNic aleatorizado 10
(Ambion) que servía como control. Los resultados indican que las moléculas de ANic de hsp47 ensayadas eran 
eficaces en la inhibición de ARNm de hsp47 en ambas líneas celulares. Sin embargo, el ANic contra ARNm de GP46 
(como se publica en el artículo de 2008 de Sato et al.) era eficaz solo en la línea celular 293_GP46-GFP. Se 
muestran los resultados en la FIG. 2 A-B.

15
Se evaluó en las líneas celulares 293_HSP47-GFP y 293_GP46-GFP tratadas con ARnic contra hsp47 y gp46 la 
viabilidad usando los procedimientos descritos en el Ejemplo 2. Se normalizó la viabilidad celular con células 
tratadas con ARNic aleatorizado (Ambion). Los resultados indican que la viabilidad celular no se afectaba 
significativamente por el tratamiento con moléculas de ANic. Sin embargo, la viabilidad celular de las líneas celulares 
293_HSP47-GFP tratadas con diferentes moléculas de ANic de hsp47 variaba dependiendo de las moléculas de 20
ANic usadas, mientras que la viabilidad de las líneas celulares 293_GP46-GFP era similar. La viabilidad de las 
células 293_HSP47-GFP era menor para células tratadas con siHsp47-6 y Hsp47-7 que el resto. Se muestran los 
resultados en la FIG. 2C-D.

EJEMPLO 4. 25
Evaluación del efecto inhibidor de siHsp47 sobre ARNm de hsp47 por PCRc TaqMan® 

En el Ejemplo 3, se evaluó la eficacia de desactivación génica de siHsp47 en líneas celulares indicadoras por el 
cambio en la señal fluorescente. Para validar los resultados a nivel de ARNm, se transfectaron ARNic orientados a 
hsp47 endógena en células de la línea celular HSC humana hTERT usando Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) en 30
modo de transfección inverso como se describe en el Ejemplo 2.

Se evaluó el nivel de ARNm de hsp47 para la eficacia de desactivación génica de las diversas moléculas de ANic 
siHsp47 ensayadas. Brevemente, se aisló ARNm de células hTERT después de 72 horas de la transfección usando 
el minikit RNeasy (Qiagen). Se determinó el nivel de ARNm de hsp47 mediante transcripción inversa acoplada con 35
PCR cuantitativa usando sondas TaqMan®. Brevemente, se llevó a cabo la síntesis de ADNc usando el kit de 
transcripción inversa de ADNc de alta capacidad (ABI) según las instrucciones del fabricante, y se sometió al ensayo 
de expresión génica TaqMan (ABI, ensayo de hsp47 ID Hs01060395_g1). Se normalizó el nivel de ARNm de hsp47 
con el nivel de ARNm de GAPDH según las instrucciones del fabricante (ABI). Los resultados indican que siHsp47-C
era el más eficaz entre todos los ARNic de hsp47, siHsp47-2 y siHsp47-2d eran los siguientes más eficaces. Las40
combinaciones de siHsp47-1 con siHsp47-2 o de siHsp47-1 con siHsp47-2d eran más eficaces que siHsp47-1 solo. 
Se muestran los resultados en la FIG. 3.

EJEMPLO 5.
Validación del efecto desactivador génico de siHsp47 a nivel de proteína45

Se validó el efecto inhibidor de diferentes moléculas de ANic de Hsp47 (siHsp47) sobre la expresión de ARNm de 
hsp47 a nivel de proteína midiendo la HSP47 en células hTERT transfectadas con diferentes siHsp47. Las 
transfección de células hTERT con diferentes siHsp47 se efectuó como se describe en el Ejemplo 2. Se lisaron las 
células hTERT transfectadas y se clarificó el lisado celular por centrifugación. Se resolvieron las proteínas en el 50
lisado celular clarificado por electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida. Se determinó el nivel de proteína HSP47 en 
el lisado celular usando un anticuerpo anti-HSP47 (Assay Designs) como anticuerpo primario, IgG de cabra anti-
ratón conjugada con HRP (Millipore) como anticuerpo secundario y se detectó posteriormente por el kit de 
quimioluminiscencia Supersignal West Pico (Pierce). Se usó anticuerpo anti-actina (Abcam) como control de carga 
de proteína. El resultado mostró una disminución significativa del nivel de proteína Hsp47 en células tratadas con 55
siHsp47-C, siHsp47-2d, solos o en combinación de siHsp47-1 con siHsp47-2d.

EJEMPLO 6.
Regulación negativa de la expresión de colágeno I por ARNic de hsp47

60
Para determinar el efecto de siHsp47 sobre el nivel de expresión de colágeno I, se midió el nivel de ARNm de 
colágeno I en células hTERT tratadas con diferentes ARNip contra hsp47. Brevemente, se transfectaron células 
hTERT con diferentes siHsp47 como se describe en el Ejemplo 2. Se lisaron las células después de 72 horas y se 
aisló el ARNm usando el minikit RNeasy según el manual (Qiagen). Se determinó el nivel de ARNm de colágeno I 
mediante transcripción inversa acoplada con PCR cuantitativa usando sondas TaqMan®. Brevemente, se llevó a 65
cabo la síntesis de ADNc usando el kit de transcripción inversa de ADNc de alta capacidad (ABI) según el manual y 
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se sometió al ensayo de expresión génica TaqMan (ABI, ensayo COL1A1 ID Hs01076780_g1). Se normalizó el nivel 
de ARNm de colágeno I con el nivel de ARNm de GAPDH según las instrucciones del fabricante (ABI). Se 
normalizaron las señales con la señal obtenida de células transfectadas con ANic aleatorizado. El resultado indicaba 
que el nivel de ARNm de colágeno I se reduce significativamente en las células tratadas con algunos de los 
candidatos siHsp47-2, siHsp47-2d y su combinación con siHsp47-1, y se muestra en la FIG. 4.5

EJEMPLO 7.
Tinción de inmunofluorescencia de células hTERT tratadas con ARNic de hsp47

Para visualizar la expresión de dos marcadores de fibrosis, colágeno I y actina  de músculo liso (SMA), en células 10
hTERT transfectadas con o sin siHsp47, se tiñeron las células con anticuerpo de conejo anti-colágeno I (Abcam) y 
anticuerpo de ratón anti--SMA (Sigma). Se usaron como anticuerpos secundarios IgG de cabra anti-ratón Alexa 
Fluor 594 e IgG de cabra anti-conejo Alexa Fluor 488 (Invitrogen (Molecular Probes)) para visualizar colágeno I 
(verde) y -SMA (rojo). Se usó Hoescht para visualizar el núcleo (azul). Los resultados indican correlación entre la 
desactivación génica por ARNic de algunos de los genes diana y la expresión de colágeno-SMA.15

EJEMPLO 8.
Ensayo in vivo de siHSP47 en modelos animales de fibrosis hepática

ARNic para el tratamiento de cirrosis hepática de rata20
La secuencia de dúplex de ARNic para HSP47 (siHSP47C) es como se enumera a continuación.

Codificante (5’->3’)

Anticodificante (5’->3’)

Se prepararon 10 mg/ml de solución madre de ARNic disolviendo en agua exenta de nucleasa (Ambion). Para el 
tratamiento de ratas cirróticas, se formuló el ARNic con liposomas acoplados con vitamina A como se describe por 25
Sato et al. (Sato Y. et al. Nature Biotechnology 2008. vol. 26, pág. 431) para orientar a células estrelladas hepáticas 
activadas que producen colágeno. La formulación de vitamina A (VA)-liposoma-ARNic consiste en 0,33 μmol/ml de
VA, 0,33 μmol/ml de liposoma (Coatsome EL-01-D, NOF Corporation) y 0,5 μg/μl de ARNic en solución de glucosa al 
5 %.

30
Se ha reseñado el modelo animal de cirrosis hepática por Sato et al. (Sato Y. et al. Nature Biotechnology 2008. vol. 
26, pág. 431). Se indujo cirrosis hepática en ratas SD macho de 4 semanas con dimetilnitrosoamina al 0,5 % (DMN) 
(Wako Chemicals, Japón) en solución salina tamponada con fosfato (PBS). Se administró por vía intraperitoneal una 
dosis de 2 ml/kg de peso corporal durante 3 días consecutivos por semana los días 0, 2, 4, 7, 9, 11, 14, 16, 18, 21, 
23, 25, 28, 30, 32, 34, 36, 38 y 4035

Tratamiento con ARNic: Se llevó a cabo el tratamiento con ARNic a partir del día 32 y durante 5 inyecciones 
intravenosas. En detalle, se trataron las ratas con ARNic los días 32, 34, 36, 38 y 40. Se sacrificaron entonces las 
ratas el día 42 o 43. Se ensayaron 3 dosis de ARNic diferentes (1,5 mg de ARNic por kg de peso corporal, 2,25 mg 
de ARNic por kg de peso corporal, 3,0 mg de ARNic por kg de peso corporal). Los detalles de los grupos ensayados 40
y el número de animales son como sigue:

1) Se indujo la cirrosis por inyección de DMN, se inyectó entonces glucosa al 5 % en lugar de ARNic) (n=10)
2) VA-Lip-siHSP47C 1,5 mg/kg (n=10)
3) VA-Lip-siHSP47C 2,25 mg/kg (n=10)45
4) VA-Lip-siHSP47C 30 mg/Kg (n=10)
5) Trat. ficticio (se inyectó PBS en lugar de DMN. Se inyectó glucosa al 5 % en lugar de ARNic) (n=6)
6) Sin tratamiento de control (n=6) 

VA-Lip hace referencia a complejo de vitamina A-liposoma. 50

Evaluación de la eficacia terapéutica: El día 43, murieron 2 de 10 animales en el grupo de “ratas enfermas” y 1
animal en el de “ARNic VA-Lip-siHSP47C 1,5 mg/kg” debido al desarrollo de cirrosis hepática. El resto de los 
animales sobrevivieron. Después de sacrificar las ratas, se fijaron los tejidos hepáticos con formalina al 10 %. Se 
embebió entonces el lóbulo izquierdo de cada hígado en parafina para histología. Se tiñeron los portaobjetos de 55
tejido con rojo Sirio y hematoxilina y eosina (HE). Se empleó la tinción con rojo Sirio para visualizar los depósitos de 
colágeno y para determinar el nivel de cirrosis. La tinción con HE era para núcleos y citoplasma como contratinción. 
Se observó cada portaobjetos al microscopio (BZ-8000, Keyence Corp. Japón) y se determinó el porcentaje de área 
teñida con rojo Sirio por portaobjetos mediante el software de análisis de imágenes ligado al microscopio. Se 
prepararon al menos 4 portaobjetos por cada hígado para análisis de imágenes, se capturó el área completa de 60
cada portaobjetos (rodaja de hígado) por la cámara y se analizó. Se llevó a cabo el análisis estadístico por la prueba 
de t de Student.
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Resultados: La FIG. 5 muestra las áreas fibróticas. El área de fibrosis en las “ratas enfermas” era mayor que en los 
grupos “trat. ficticio” o “control sin tratamiento”. Por lo tanto, el tratamiento con DMN inducía la deposición de 
colágeno en el hígado, lo que era una observación típica de fibrosis hepática. Sin embargo, el área de fibrosis se 
reducía significativamente por el tratamiento con ARNic orientado al gen HSP47, en comparación con el grupo de 5
“ratas enfermas” (FIG. 5). Este resultad indica que el ARNic como se da a conocer en la presente memoria tiene 
eficacia terapéutica en la enfermedad real.

Se ensayaron compuestos de ARNic adicionales en el modelo animal de fibrosis hepática y se mostró que reducían 
el área fibrótica del hígado.10

EJEMPLO 9.
Generación de secuencias para compuestos de ARN bicatenario activo de HSP47/SERPINH1 y producción de los 
ARNic mostrados en la Tablas A-18, A-19 y B-E 

15
Usando algoritmos registrados y la secuencia conocida de los genes diana, se generaron las secuencias de muchos 
ARNic potenciales. Las secuencias que se han generado usando este procedimiento eran complementarias de la 
correspondiente secuencia de ARNm.

Se generan dúplex reasociando oligonucleótidos monocatenarios complementarios. En una campana de flujo20
laminar, se prepara una solución madre ~500 μM de oligonucleótido monocatenario diluyendo en WFI (agua para 
inyecciones, Norbrook). Se determinan las concentraciones reales de ARNmc diluyendo cada ARNmc 500 μM 1:200 
usando WFI, y midiendo la DO usando Nano Drop. Se repite el procedimiento 3 veces y se calcula la concentración 
media. Se diluyó entonces la solución madre a una concentración final de 250 μM. Se reasociaron las hebras 
individuales complementarias calentando a 85 ºC y permitiendo enfriar a temperatura ambiente durante al menos 45 25
minutos. Se ensayó la reasociación completa de los dúplex ensayando 5 μl en gel de poliacrilamida al 20 % y 
tiñendo. Se almacenaron las muestras a −80 ºC.

Las tablas A-18, A-19 y B-E proporcionan ARNic para HSP47/SERPINH1. Para cada gen, hay una lista separada de 
secuencias de ARNic de 19 unidades que se priorizan basándose en sus puntuaciones en el algoritmo registrado 30
como las mejores secuencias para orientar la expresión génica humana.

Se usan las siguientes abreviaturas en la Tablas A-18, A-19 y B-E de la presente memoria: “Otras espec. o esp.” 
hace referencia a la identidad interespecie con otros animales: D- perro, Rt- rata, Rb- conejo, Rh- mono Rhesus, P-
cerdo, M- ratón; ORF: marco abierto de lectura. 19 unidades y 18+1 unidades hacen referencia a ácidos 35
ribonucleicos de longitud 19 y 18+1 (U en la posición 1 de la hebra anticodificante, A en la posición 19 de la hebra 
codificante), respectivamente.

Ensayo in vitro de los compuestos de ARNic para los genes diana
40

Cribado de bajo rendimiento (CBR) para oligonucleótidos de ARNic dirigidos al gen SERPINH1 humano y de rata

Líneas celulares: Se hicieron crecer células PC3 de adenocarcinoma de próstata humanas (ATCC, nº de cat. CRL-
1435) en medio RPMI suplementado con FBS al 10 % y L-glutamina 2 mM y se mantuvieron células HeLA de cáncer 
cervicouterino epitelial humano (ATCC, nº de cat. CCL-2) en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) 45
suplementado con FBS al 10 % y L-glutamina 2 mM. Se mantuvieron las células a 37 ºC en 5 % de CO2.

Se inocularon aproximadamente 2×105 células PC-3 humanas que expresan endógenamente el gen SERPINH1 en
1,5 ml de medio de crecimiento, alcanzando un 30-50 % de confluencia después de 24 horas. Se transfectaron las 
células con reactivo Lipofectamine™2000 hasta una concentración final de 0,01-5 nM por célula transfectada. Se 50
incubaron las células a 37 ± 1 ºC, 5 % CO2 durante 48 horas. Se recogieron las células transfectadas con ARNic y se 
aisló el ARN usando el kit EZ-RNA [Biological Industries (nº 20-410-100)].

Se efectuó la transcripción inversa como sigue: Se efectuó la síntesis de ADNc y se determinaron los niveles de 
ARNm de SERPINH1 humano mediante PCRc instantánea y se normalizaron con los de ARNm de ciclofilina A 55
(CYNA, PPIA) para cada muestra. Se determinó la actividad de ARNic basándose en la relación de la cantidad de 
ARNm de SERPINH1 en muestras tratadas con ARNic frente a muestras de control no transfectadas.

Se seleccionaron las secuencias más activas a partir de ensayos adicionales. De la Tabla A-18, se seleccionaron los 
compuestos de ARNic SERPINH1_2, SERPINH1_6, SERPINH1_13, SERPINH1_45 SERPINH1_45a, 60
SERPINH1_51, SERPINH1_51a, SERPINH1_52 y SERPINH1_86 como compuestos preferidos. De la Tabla A-19, 
se seleccionaron los compuestos de ARNic SERPINH1_4, SERPINH1_12, SERPINH1_18, SERPINH1_30, 
SERPINH1_58 y SERPINH1_88 como compuestos preferidos.

Otros compuestos preferidos incluyen SERPINH1_50, SERPINH1_67, SERPINH1_73 y SERPINH1_74.65
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Valores de CI50 para oligonucleótidos de ARNic de SERPINH1 seleccionados por CBR

Se inocularon aproximadamente 2×105 células PC-3 humanas o 0,9×105 células REF52 de rata que expresan 
endógenamente el gen SERPINH1 en 1,5 ml de medio de crecimiento, alcanzando un 30-50 % de confluencia. Se 
transfectaron las células con compuestos de ARN bicatenario de SERPINH1 (concretamente SERPINH1_2, 4, 6, 12, 5
13, 18, 45, 51, 58, 88) con reactivo Lipofectamine™2000, alcanzando concentraciones de transfección finales en el 
intervalo entre 0,0029-100 nM. Como control negativo, se tratan células con reactivo Lipofectamine™2000 o con 
ARNic no orientador de secuencia aleatoria sintética a concentraciones finales de 20-100 nM. Se usaron células 
transfectadas con ARNic marcado con Cy3 como control positivo para la eficacia de transfección.

10
Se incubaron las células a 37± 1 º C., 5 % de CO2 durante 48 horas. Se recogieron las células transfectadas con 
ARNic y se aisló el ARN usando el kit EZ-RNA [Biological Industries (nº 20-410-100)]. Transcripción inversa: Se 
efectúa la síntesis de ADNc, se determinaron los niveles de ARNm de SERPINH1 humano mediante PCRc 
instantánea y se normalizaron con los de ARNm de ciclofilina A (CYNA, PPIA) para cada muestra.

15
Se determinó el valor de CI50 de la actividad de iARN ensayada construyendo una curva de dosis y respuesta
usando los resultados de actividad obtenidos con las diversas concentraciones finales de ARNic. Se construyó la 
curva de dosis y respuesta representando la cantidad relativa de ARNm de SERPINH1 residual frente al logaritmo 
de la concentración de ARNic transfectado. Se calcula la curva ajustando la mejor curva sigmoidea a los datos 
medidos. El procedimiento para ajuste sigmoideo es también conocido como ajuste de la curva de 3 puntos.20

en que Y es la respuesta de ARNm de SERPINH1 residual, X es el logaritmo de la concentración de ARNic 
transfectado, Bot es el valor de Y en la meseta inferior, log CI50 es el valor de X cuando está a mitad de camino entre 
las mesetas inferior y superior y pendiente de Hill es la pendiente de la curva. 

25
Se determinó el porcentaje de inhibición de la expresión génica usando ARNic específicos usando análisis de PCRc 
del gen diana en células que expresan el gen endógeno. Se ensayan in vitro otros compuestos de ARNic según las 
Tablas A-18, A-19 y B-E, donde se muestra que estos compuestos de ARNic inhiben la expresión génica. Se 
muestra la actividad como el porcentaje de ARNm residual; por consiguiente, un valor menor refleja una mejor 
actividad.30

Para ensayar la estabilidad de los compuestos de ARNm en suero, se incubaron moléculas de ARNic específicas en 
4 lotes diferentes de suero humano (concentración al 100 %) a 37 ºC durante hasta 24 horas. Se recogen las 
muestras a las 0,5, 1, 3, 6, 8, 10, 16 y 24 horas. Se determinaron los patrones de migración como indicación en cada 
tiempo de recogida mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE).35

La Tabla 3 muestra la CI50 (o actividad cuando no se calculó la CI50) en la línea celular humana de compuestos de 
ácido nucleico bicatenario no modificados (hebra codificante y anticodificante no modificadas, salientes 3’-terminales 
dTdT) seleccionados de las Tablas A-18 y A-19.

40
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Tabla 3

Actividad desactivadora génica de ARNic: 

Se sembraron aproximadamente 2×105 células PC-3 humanas que expresan endógenamente el gen SERPINH1 por 5
pocillo en placas de 6 pocillos y se dejaron crecer durante aproximadamente 24 h hasta 30-70 % de confluencia. Se 
transfectaron las células con los ARNic que se están ensayando a diferentes concentraciones usando el reactivo 
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Lipofectamine™2000 (Invitrogen). Se incubaron las células a 37 ºC en un incubador con 5 % de CO2 durante 48 h o 
72 h. A las 48-72 h después de la transfección, se recolectaron las células y se extrajo el ARN celular. Se usaron 
dúplex de ARNic marcados con Cy3 como control positivo para la eficacia de transfección. Las células tratadas 
ficticiamente con reactivo Lipofectamine™2000 se definen como “muestras de control no activas” (control negativo) y 
las células tratadas con un ARNic activo conocido (HSP47-C) a una concentración final de 5 nM se definen como 5
“muestras activas de control” (control positivo). Z′ y el nº de veces el control {nº de veces= media (negativa)/media
(positiva)} son las medias que describen la eficacia del ensayo.

Se determinó la inhibición porcentual de la expresión del gen diana por cada ARNic ensayado por análisis de PCRc 
de un ARNm diana de las células. Se efectuó la transcripción inversa sintetizando ADNc de las células y 10
determinando los niveles de ARNm del gen diana mediante PCRc instantánea. Se normalizaron los niveles de 
ARNm celulares medidos con los de ARNm de ciclofilina A (CYNA, PPIA) para cada muestra. Se determinó la 
actividad de ARNic basándose en la relación de la cantidad de ARNm del gen diana de muestras tratadas con ARNic 
frente a muestras de control no transfectadas. Z’ y el nº de veces el control {nº de veces= media (negativa)/media 
(positiva)} son las medias que describen la eficacia del ensayo.15

Los resultados de PCRc son aquellos que pasaron los estándares de CC, concretamente el valor de la pendiente de 
la curva patrón estaba en el intervalo de [−4, −3], R2>0,99, sin dímeros cebadores. Los resultados que no pasaron 
los requisitos de CC se inhabilitaron para análisis.

20
Se determinó el valor de CI50 de la actividad de iARN ensayada mediante la construcción de una curva de dosis y 
respuesta usando los resultados de actividad obtenidos con las diversas concentraciones finales de ARNic. Se 
construyó la curva de dosis y respuesta representando la cantidad relativa de ARNm de SERPINH1 residual frente al 
logaritmo de la concentración de ARNic transfectado, como se describe anteriormente.

25
Ensayo en la diana y fuera de la diana de las moléculas de ARN bicatenarias:

El sistema psiCHECK posibilita la evaluación de la hebra de guía (GS) (anticodificante) y la hebra pasajera (PS) 
(hebra codificante) para desencadenar efectos orientados (en la diana) y efectos fuera de la diana mediante la 
monitorización de los cambios en los niveles de expresión de sus secuencias diana. Se prepararon 4 constructos 30
basados en psiCHECK™-2 (Promega) para la evaluación de la actividad en la diana y la actividad fuera de la diana 
potencial de cada hebra GS y PS de la molécula de ensayo. En cada uno de los constructos, se clonó una copia o 
tres copias de la diana completa o la secuencia diana de semilla de PS o GS de la molécula de ensayo en el sitio de 
clonación múltiple localizado en dirección 3’ del codón de terminación traduccional de luciferasa de Renilla en la 
región 3′-UTR.35

Los vectores resultantes se denominaron:

1—GS-CM (hebra guía, coincidencia completa): vector que contiene una copia de la secuencia diana completa 
(secuencia nucleotídica totalmente complementaria de la secuencia de 19 bases entera de la GS de la molécula de 40
ensayo.

2—PS-CM (hebra pasajera, coincidencia completa): vector que contiene una copia de la secuencia diana completa 
(secuencia nucleotídica totalmente complementaria de la secuencia de 19 bases de la PS de la molécula de 
ensayo).45

3—GS-SM (hebra guía, coincidencia de semilla): vector que contiene una copia o tres copias de la región de semilla 
de la secuencia diana (secuencia complementaria de los nucleótidos 1-8 de la GS de la molécula de ensayo).

4—PS-SM (hebra pasajera, coincidencia de semilla): vector que contiene una copia de la secuencia diana de la 50
región de semilla (secuencia complementaria de los nucleótidos 1-8 de la PS de la molécula de ensayo).

Nomenclatura:

Hebra guía: Hebra de ARNic que entra en el complejo RISC y guía la escisión/silenciamiento de la secuencia de 55
ARN complementaria.

Secuencia de semilla: Nucleótidos 2-8 desde el extremo 5’ de la hebra guía.

cm (coincidencia completa): Fragmento de ADN totalmente complementario de la hebra guía de ARNic. Este 60
fragmento de ADN se clona en 3’-UTR de un gen indicador y sirve como diana para el silenciamiento de ARN 
directo.

sm (coincidencia de semilla): Fragmento de ADN de 19 unidades con los nucleótidos ns 12-18 totalmente 
complementarios de los ns 2-8 de la hebra guía del ARNic. Este fragmento de ADN se clona en 3′UTR de un gen 65
indicador y sirve como diana del silenciamiento “fuera de la diana”.
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X1: Una única copia de cm o sm clonada en 3′UTR de un gen informador.

X3: Tres copias de cm o sm clonada en 3′UTR de un gen informador, separadas por 4 nucleótidos entre sí.
5

Tabla 4. Ejemplos no limitantes de dianas de clonación en psiCHECK

Nomenclatura Descripción Estructura
Nombre de clon 
S2a_cm_X1

SERPINH1_2, coincidencia 
completa anticodificante= 
totalmente complementario 
de la hebra anticodificante 
de SERPINH1_2, una única 
copia

XhoI-hebra codificante de SERPINH1_2-NotI

S2acmS_X1 La hebra codificante= la 
hebra del clon S2a_cm_X1 
para expresar en el vector, 
con extremos adhesivos de 
XhoI y NotI

S2acmA_X1 La hebra complementaria 
(anticodificante) del clon 
S2a_cm_X1, con extremos 
adhesivos de XhoI y NotI

Nombre de clon 
S2a_sm_X1

SERPINH1_2, coincidencia 
de semilla anticodificante, 
una única copia, los 
nucleótidos 12-18 son 
complementarios de los 
nucleótidos 2-8 de la hebra 
anticodificante de 
SERPINH1_2

Semilla
Nombre de clon
S2s_cm_X1

SERPINH1_2, coincidencia 
completa codificante= 
completamente 
complementaria de la hebra 
codificante de 
SERPINH1_2= hebra 
anticodificante, una única 
copia

XhoI-hebra anticodificante de SERPINH1_2-NotI

Nombre de clon 
S2s_sm_X1

SERPINH1_2, coincidencia 
de semilla codificante, una 
única copia, los nucleótidos 
12-18 son complementarios 
de los nucleótidos 2-8 de la 
hebra codificante de 
SERPINH1_2

Semilla
Nombre de clon 
S2a_sm_X3

SERPINH1_2, coincidencia 
de semilla anticodificante, 
una triple copia

(ttcc- un espaciador)
Nombre de clon 
S2s_sm_X3

SERPINH1_2, coincidencia 
de semilla codificante, una 
triple copia

(ttcc- un espaciador)
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Se clonan las secuencias diana usando los sitios de enzima de restricción compatibles de XhoI y NotI. Se preparan 
las mezclas de reasociación en tubos Eppendorf de 0,5 ml ajustadamente cerrados, se calientan en baño de agua a 
85 ºC, se sumergen en el baño de agua hirviendo y finalmente se enfrían gradualmente hasta temperatura ambiente.

5
Ligamiento: Se liga el oligonucleótido bicatenario generado por el procedimiento de reasociación con el
psiCHECK™-2 linealizado (por XhoI y NotI) y se transfecta en células usando técnicas estándares. Se identificaron 
las colonias positivas y se secuenciaron para verificación de las secuencias de inserto. La Tabla 5 muestra las 
secuencias nucleotídicas de los oligonucleótidos insertados. 

10
Tabla 5
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Se clonaron las hebras relevantes, como se describen en la presente memoria, en la 3′UTR del ARNm indicador de 
luciferasa de Renilla en el vector psiCHECK™-2 (Promega). Se usaron XhoI y NotI como sitios de clonación usando 
técnicas de biología molecular estándares. Se sintetizó químicamente cada hebra, se reasoció por calentamiento a 5
100 ºC y se enfrió a temperatura ambiente. Se llevó a cabo el ligamiento durante 3 horas usando técnicas de 
biología molecular estándares y se transformó en células DH5a de E. coli. Se cribó en las colonias resultantes la 
presencia de constructos de plásmido por PCR de colonias usando cebadores relevantes. Se purificó cada uno de 
los plásmidos (vectores) a partir de una colonia positiva y se verificó su secuencia.

10
Se inocularon aproximadamente 1,3×106 células HeLa humanas en un disco de 10 cm. Se incubaron entonces las 
células a 37±1 ºC en incubador con 5 % de CO2 durante 24 horas. Se reemplazó el medio de crecimiento un día 
después de la inoculación por 8 ml de medio de crecimiento reciente y se transfectó cada placa con uno de los 
plásmidos mencionados anteriormente usando reactivo Lipofectamine™2000 según el protocolo de fabricación, y se 
incubaron durante 5 horas a 37± 1 ºC y 5 % de CO2. Después de la incubación, se resembraron las células en una 15
placa de 96 pocillos a una concentración final de 5×103 células por pocillo en 80 μl de medio de crecimiento. 16 
horas después, se transfectaron las células con moléculas de ARNic de SERPINH1 usando reactivo 
Lipofectamine™2000 a diferentes concentraciones en el intervalo de 0,001 nM a 5 nM en un volumen final de 100 μl. 
Las células tratadas ficticiamente con reactivo Lipofectamine™2000 con el correspondiente plásmido psiCHECK™-2 
se definen como “muestras de control no activas” (control negativo) y las células tratadas con un ARNic activo 20
conocido (HSP47-C) a una concentración final de 5 nM se definen como “muestras activas de control” (control 
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positivo). Z′ y nº de veces el control {nº de veces= media (negativa)/media (positiva)} son las medias que describen 
la eficacia del ensayo.

Se incubaron entonces las células durante 48 horas a 37± 1 ºC y se midieron las actividades de luciferasa de Renilla
y luciérnaga en cada una de las muestras transfectadas con ARNic usando el kit de ensayo Dual-Luciferase® 5
(Promega, nº de cat. E1960) según el procedimiento del fabricante. La actividad de un ARNic sintético hacia esta 
secuencia diana da como resultado la escisión y posterior degradación del ARNm fusionado o, en la traducción, la 
inhibición de la proteína codificada. Medir la disminución de la actividad de luciferasa de Renilla proporciona por 
tanto un modo conveniente de monitorización del efecto de ARNic, mientras que la luciferasa de luciérnaga permite 
la normalización de la expresión de luciferasa de Renilla. Se dividió el valor de la actividad de luciferasa de Renilla 10
entre el valor de actividad de luciferasa de luciérnaga para cada muestra (normalización). La actividad de luciferasa 
de Renilla se expresa finalmente como el porcentaje de valor de actividad normalizado en una muestra ensayada 
respecto a las “muestras de control no activas”.

Resultados de los niveles de TNFα e IL-6 en células mononucleares de sangre periférica (PMNC) expuestas a 15
ARNic no modificado o modificado/Lipofectamine™2000. Los resultados se proporcionan en valores de pg/ml 
calculados basándose en la curva patrón. “Control Lipofec2000” se refiere al nivel de secreción de citocina inducido 
por el reactivo de transfección Lipofectamine™2000. Ninguno de los compuestos modificados eleva los niveles de 
citocinas TNFa o IL-6 por encima de aquellos del reactivo de transfección de control.

20
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Datos para la inducción de los genes sensibles a interferón (IFN) MX1 e IFIT1, por compuestos de ácido nucleico 5
bicatenario no modificados y modificados. Los resultados mostrados son los genes IFIT1 y MX1 humanos residuales 
(nº de veces de las células tratadas con control Lipofectamine-2000) ensayados en PMNC humanos. Los datos 
muestran que todos los compuestos modificados inducían niveles despreciables de genes en dirección 3’ de IFN, en 
comparación con los compuestos no modificados (_S709).
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Las tablas siguientes muestran la actividad de Compuesto_1, Compuesto_2, Compuesto_3 y Compuesto_4 en 
comparación con compuestos no modificados (_S709) en células de rata. Se muestran los resultados como gen 5
SERPINH1 de rata diana residual (% de las células tratadas con control Lipofectamine™2000) en células REF52. Se 
muestran los resultados de dos experimentos separados. La desactivación génica del gen diana en células de rata 
es relevante para ensayar compuestos en modelos animales de enfermedad humana.

10

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



85

Ensayo de estabilidad sérica5

Se ensayó en los compuestos modificados de la presente invención la estabilidad del dúplex en suero humano o 
extracto de tejido humano como sigue:

Se incuban moléculas de ARNic a una concentración final 7 μM a 37 ºC en 100 % de suero humano (Sigma nº de 10
cat. H4522). (solución madre de ARNic 100 μM diluida en suero humano 1:14,29 o extracto de tejido humano de 
diversos tipos de tejido). Se añaden cinco μl (5 μl) a 15 μl de tampón de carga 1,5×TBE en diferentes momentos (por 
ejemplo, 0, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h, 8 h, 10 h, 16 h y 24 h). Se congelaron inmediatamente las muestras en nitrógeno 
líquido y se mantuvieron a -20 ºC.

15
Se carga cada muestra en un gel de acrilamida al 20 % no desnaturalizante preparado según procedimientos 
conocidos en la materia. Se visualizaron los oligonucleótidos con bromuro de etidio bajo luz UV.

Ensayo de estabilidad ante exonucleasa
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Para estudiar el efecto de estabilización de restos no nucleotídicos 3’ en una molécula de ácido nucleico, se incuban 
la hebra codificante, la hebra anticodificante y el dúplex de ARNic reasociado en extractos citosólicos preparados a 
partir de diferentes tipos celulares. 

5
Extracto: Extracto citosólico HCT116 (12 mg/ml).
Tampón de extracción: Se añadió inmediatamente antes de usar Hepes 25 mM pH-7,3 at 37 ºC; MgCl2 8 mM; NaCl 
150 mM con DTT 1 mM reciente.

Procedimiento: Se mezclaron 3,5 ml de ARNic de ensayo (100 mM) con 46,5 ml que contienen 120 mg de extracto 10
citosólico HCT116. Los 46,5 ml consisten en 12 ml de extracto HCT116 y 34,5 ml de tampón de extracto 
suplementado con DTT y cóctel de inhibidores de proteasa/100 (Calbiochem, setIII-539134). La concentración final 
del ARNic en el tubo de incubación es 7 mM. Se incubó la muestra a 37 ºC y en el momento indicado se transfirieron 
5 ml a un tubo nuevo, se mezclaron con 15 ml de tampón de carga 1×TBE-50 % de glicerol y se congelaron 
instantáneamente en N2 líquido. La concentración final de ARNic en el tampón de carga es 1,75 mM (21 ng de 15
ARNic/ml). Para análisis por PAGE nativo y tinción con EtBr, se cargan 50 ng por carril. Para análisis Northern, se 
cargó 1 ng de ARNic ensayado por carril.

Respuesta inmunitaria innata ante moléculas de ARNic de SERPINH1:
20

Se mezcló sangre humana reciente (a TA) a relación 1:1 con NaCl al 0,9 % estéril a TA y se cargó suavemente 
(relación 1:2) en Ficoll (Lymphoprep, Axis-Shield nº de cat. 1114547). Se centrifugaron las muestras a TA (22 ºC, 
800 g) en una centrífuga oscilante durante 30 minutos, se lavaron con medio RPMI1640 y se centrifugaron (TA, 250 
g) durante 10 minutos. Se contaron las células, se sembraron a una concentración final de 1,5×106 células/ml en 
medio de crecimiento (RPMI1640+ 10 % de FBS+ L-glutamina 2 mM+1 % de Pen-Strep) y se incubaron durante 1 25
hora a 37 ºC antes del tratamiento con ARNic.

Se trataron entonces las células con los ARNic que se están ensayando a diferentes concentraciones usando el 
reactivo Lipofectamine™2000 (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante y se incubaron a 37 ºC en un 
incubador con 5 % de CO2 durante 24 horas.30

Como control positivo para la respuesta de IFN, se trataron células con poli(I:C), un análogo sintético de un ARN 
bicatenario (ARNbc) que es un ligando de TLR3 (InvivoGen nº de cat. tlr1-pic) a concentraciones finales de 0,25-5,0 
μg/ml o tiazolaquinolona (CLO75), un ligando de TLR 7/8 (InvivoGen nº de cat. tlr1-c75) a concentraciones finales de 
0,075-2 μg/ml. Se usaron células tratadas con reactivo Lipofectamine™2000 como control negativo (de referencia) 35
para la respuesta de IFN.

Aproximadamente a las 24 horas después de la incubación, se recogieron las células y se transfirió el sobrenadante 
a tubos nuevos. Se congelaron las muestras inmediatamente en nitrógeno líquido y se ensayó la secreción de las 
citocinas IL-6 y TNF-α usando el kit ELISA de IL-6 DuoSet (R&D System DY2060) y el kit ELISA de TNF-α DuoSet 40
(R&D System DY210) según las instrucciones del fabricante. Se extrajo el ARN de los sedimentos celulares y se 
midieron los niveles de ARNm de los genes humanos IFIT1 (proteína inducida por interferón con repeticiones de 
tetratricopéptido 1) y MX1 (proteína 78 inducible por interferón de resistencia a mixovirus 1 (virus de la gripe)) por 
PCRc. Se normalizaron las cantidades de ARNm medidas con la cantidad de ARNm del gen de referencia 
peptidilprolil isomerasa A (ciclofilina A; CicloA). Se evaluó la inducción de la señalización de IFN comparando la 45
cantidad de ARNm de los genes IFIT1 y MX1 de células tratadas respecto a sus cantidades de células no tratadas. 
Los resultados de PCRc son aquellos que pasaron los estándares de CC, concretamente el valor de la pendiente de 
la curva patrón estaba en el intervalo de [−4, −3], R2>0,99, sin dímeros cebadores. Los resultados que no pasaron 
los requisitos de CC se inhabilitaron para análisis.

50
La Tabla 6 muestra los compuestos de SERPINH1ic. Se presentan en la Tabla 6 los datos de actividad y estabilidad 
para algunos de los compuestos. Se presenta el código de la estructuras de hebra codificante y anticodificante en la 
Tabla 7 siguiente.

55
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Tabla 6
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Tabla 7: Código de los restos nucleotídicos modificados/no convencionales como se usan en las Tablas de la 
presente memoria

5
Código Descripción
rA 3’-fosfato de riboadenosina, ácido 3’-adenílico
rC 3’-fosfato de ribocitidina, ácido 3’-citidílico
rG 3’-fosfato de riboguanosina, ácido 3’-guanílico
rU 3’-fosfato de ribouridina, ácido 3’-uridílico
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mA 3’-fosfato de 2’-O-metiladenosina, ácido 2’-O-metil-3’-adenílico
mC 3’-fosfato de 2’-O-metilcitidina, ácido 2’-O-metil-3’-citidílico
mG 3’-fosfato de 2’-O-metilguanosina, ácido 2’-O-metil-3’-guanílico
mU 3’-fosfato de 2’-O-metiluridina, ácido 2’-O-metil-3’-uridílico
dA 3’-fosfato de desoxirriboadenosina, ácido 2’-desoxirribo-3’-adenílico
dC 3’-fosfato de desoxirribocitidina, ácido 2’-desoxirribo-3’-citidílico
dG 3’-fosfato de desoxiguanosina, ácido 2’-desoxirribo-3’-guanílico
dT 3’-fosfato de timidina, ácido 3’-timidílico
rA2p 2’-fosfato de riboadenosina, ácido 2’-adenílico (2’-5’ A)
rC2p 2’-fosfato de ribocitidina, ácido 2’-citidílico (2’-5’ C)
rG2p 2’-fosfato de riboguanosina, ácido 2’-guanílico (2’-5’ G)
rU2p 2’-fosfato de ribouridina, ácido 2’-uridílico (2’-5’ U)
LdA 3’-fosfato de L-desoxirriboadenosina (imagen especular de dA)
LdC 3’-fosfato de L-desoxirribocitidina (imagen especular de dC)
LdG 3’-fosfato de L-desoxirriboguanosina (imagen especular de dG)
LdT 3’-fosfato de L-desoxirribotimidina (imagen especular de dT)
dB 3’-fosfato de desoxirribosa abásico, 3-fosfato de 1,2-didesoxi-D-ribofuranosa, 3-fosfato de 1,4,2-desoxi-

D-ribitol
zidB 5’-fosfato de desoxirribosa abásico invertido, en 5’= 5’-5’ idAb, en 3’= 3’-3’ idAb
z Prefijo para indicar un resto conectado covalentemente con el extremo 3’ o el extremo 5’
psiU Seudouridina
p 5’-fosfato
s 5’-fosforotiato
C3 C3 no nucleotídico
$ Carece de un ligador 3’ (usado junto con los nucleótidos anteriores en el extremo 3’ de la secuencia)

Se dan a conocer los oligonucleótidos de ARNic útiles en la generación de moléculas de ARN bicatenarias en las 
Tablas A-18, A-19 y B-E siguientes.

Secuencia oligonucleotídica de SERPINH1 útil en la preparación de compuestos de ARNic5
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Tabla A-18:
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Tabla A-18. Selección de ARNic

5
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Tabla A-19:
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Tabla A-19. Selección de ARNic

Tabla B: ARNic de SERPINH1 de 19 unidades activos adicionales5
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Tabla C: ARNic de SERPINH1 de 19 unidades interespecie
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Tabla D: ARNic de 18+1 unidades activos de SERPINH1

5
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Tabla E: ARNic de 18+1 unidades interespecie de SERPINH1

5
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EJEMPLO 10. 
Modelos animales

5
Sistemas modelo de afecciones fibróticas

Puede realizarse el ensayo de los ARNic activos de la invención en modelos animales predictivos. Los modelos 
diabético y de envejecimiento en rata de fibrosis renal incluyen ratas obesas diabéticas Zucker (ZDF), ratas maduras 
fa/fa (obesas Zucker), ratas maduras Sprague-Dawley (SD) y ratas Goto Kakizaki (GK); las ratas GK son una cepa 10
endogámica derivada de ratas Wistar seleccionadas por el desarrollo espontáneo de NIDDM (diabetes de tipo II). 
Los modelos inducidos de fibrosis renal incluyen el modelo de obstrucción ureteral unilateral permanente (OUU), que 
es un modelo de fibrosis intersticial aguda que aparece en animales sanos no diabéticos; la fibrosis renal se 
desarrolla en días después de la obstrucción. Es otro modelo inducido de fibrosis renal la nefrectomía 5/6.

15
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Son dos modelos de fibrosis hepática en ratas el de ligadura del conducto biliar (LCB) con operación ficticia como 
control y envenenamiento con CCl4, con animales alimentados con aceite de oliva como controles, como se describe 
en las siguientes referencias: Lotersztajn S, et al. “Hepatic Fibrosis: Molecular Mechanisms and Drug Targets”. Annu.
Rev. Pharmacol. Toxicol. 7 de octubre de 2004; Uchio K, et al., “Down-regulation of connective tissue growth factor
and type I collagen mRNA expression by connective tissue growth factor antisense oligonucleotide during 5
experimental hepatic fibrosis”. Wound Repair Regen. enero-febrero de 2004; 12 (1):60-6; Xu X Q, et al., “Molecular 
classification of liver cirrhosis in a rat model by proteomics and bioinformatics” Proteomics. octubre de 2004; 4 (10):
3235-45.

Los modelos de cicatrización ocular son bien conocidos en la materia, p.ej. Sherwood M B et al., J. Glaucoma.10
octubre de 2004; 13 (5): 407-12. “A new model of glaucoma filtering surgery in the rat”; Miller M H et al., Ophthalmic 
Surg. mayo de 1989; 20(5): 350-7. “Wound healing in an animal model of glaucoma fistulizing surgery in the Rb”; 
vanBockxmeer FM et al., Retina. otoño-invierno de 1985; 5(4): 239-52. “Models for assessing scar tissue inhibitors”; 
Wiedemann P et al., J. Pharmacol. Methods. agosto de 1984; 12 (1): 69-78. “Proliferative vitreoretinopathy: the Rb 
cell injection model for screening of antiproliferative drugs”.15

Se describen modelos de cataratas en las siguientes publicaciones: “The role of Src family kinases in cortical 
cataract formation”. Zhou J, Menko A S. Invest. Ophthalmol. V. and Sci. julio de 2002; 43 (7): 2293-300; 
“Bioavailability and anticataract effects of a topical ocular drug delivery system containing disulfuram and
hydroxypropyl-beta-ciclodextrin on selenite-treated rats”. Wang S, et al.20
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=pubmed&dopt=Abstract&list_uids=15370367 Curr.
Eye Res. julio de 2004; 29 (1): 51-8 y “Long-term organ culture system to study the effects of UV-A irradiation on lens 
transglutaminase”. Weinreb O, Dovrat A.; Curr. Eye Res. julio de 2004; 29 (1): 51-8.

Se ensayaron los compuestos de la Tabla A-18 y la Tabla A-19 en estos modelos de afecciones fibróticas, en los 25
que se encontró que son eficaces para tratar fibrosis hepática y otras afecciones fibróticas.

Sistemas modelo de glaucoma

Se efectuó el ensayo de ARNic activos de la invención para tratar o prevenir el glaucoma en el modelo animal de 30
rata para aplastamiento del nervio óptico descrito, por ejemplo, en: Maeda, K. et al., “A Novel Neuroprotectant 
against Retinal Ganglion Cell Damage in a Glaucoma Model and an Optic Nerve Crush Model in the rat”, 
Investigative Ophthalmology and visual Science (IOVS), marzo de 2004, 45(3) 851. Específicamente, se expone 
para la transección del nervio óptico el nervio óptico orbital (NO) de ratas anestesiadas a través de una aproximación
supraorbital, se cortan las meninges y se transeccionan todos los axones del NO aplastando con fórceps durante 10 35
segundos a 2 mm de la lámina cribosa.

Se ensayan las moléculas de ácido nucleico como se da a conocer en la presente memoria en este modelo animal y
los resultados muestran que estos compuestos de ARNic son útiles en el tratamiento y/o la prevención del
glaucoma.40

Modelo de aplastamiento del nervio óptico (ANO): suministro de ARNic intravítreo y suministro por gotas oculares

Para la transección del nervio óptico, se expone el nervio óptico orbital (NO) de ratas anestesiadas a través de una 
aproximación supraorbital, se cortan las meninges y se transeccionan todos los axones en el NO aplastando con 45
fórceps durante 10 segundos a 2 mm de la lámina cribosa.

Se suministran los compuestos de ARNic solos o en combinación en un volumen de 5 μl (10 μg/μl) en forma de 
gotas oculares. Inmediatamente después del aplastamiento del nervio óptico (ANO), se administran 20 μg/10 μl de 
ARNic de ensayo o 10 μl de PBS a uno o ambos ojos de ratas Wistar adultas y se determinan los niveles de ARNic 50
captados por las retinas enteras diseccionadas y congeladas instantáneamente a las 5 h y 1 d, y después a los 2 d, 
4 d, 7 d, 14 d y 21 d después de la inyección. Se efectúan experimentos similares para ensayar la actividad y 
eficacia de ARNic administrado a través de gotas oculares. 

Sistemas modelo de lesión por reperfusión isquémica después de trasplante de pulmón en ratas55

Se consigue la lesión por isquemia/reperfusión pulmonar en un modelo animal de rata como se describe en 
Mizobuchi et al., “The Journal of Heart and Lung Transplantation”, vol. 23 nº. 7 (2004) y en Kazuhiro Yasufuku et al., 
Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol., vol 25, pág. 26-34 (2001).

60
Específicamente, después de inducir la anestesia con isoflurano, se canula la tráquea con un catéter de teflón de 
calibre 14 y se ventila mecánicamente la rata con ventilador de roedores usando 100 % de oxígeno a una velocidad 
de 70 inhalaciones por minuto y 0,19 kPa de presión respiratoria final positiva. Se bloquean la arteria, venas y 
bronquios principales pulmonares izquierdos con una pinza de Castañeda. Durante la operación, se mantiene 
humedecido el pulmón con solución salina y se cubre la incisión para minimizar las pérdidas evaporativas. El periodo 65
de isquemia es de 60 minutos de largo. Al final del periodo isquémico, se retira la pinza y se deja ventilar y 
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reperfundir el pulmón durante 4 h, 24 h, y 5 d adicionales después de la inducción de isquemia pulmonar. Al final del 
experimento, se recolectan cuidadosamente los pulmones y se congelan para extracción de ARN o se fijan con 
cóctel de glutaraldehído para posterior análisis histológico. 

El modelo animal de bleomicina como modelo de fibrosis pulmonar idiopática (FPI).5

Ensayo de la viabilidad del suministro pulmonar y hepático de ARNic formulado con vitamina A-Coatsome
administrado mediante inyección intravenosa y administración intratecal de complejo de ARNic-vitamina A-Coatsome
a ratones sanos y ratones tratados con bleomicina

10
Objetivo: Ensayar dos vías de administración para la viabilidad del suministro de ARNic formulado con vitamina A-
Coatsome a pulmones de ratón normales y fibróticos. La hipótesis principal para ensayar en el actual estudio es si la 
administración sistémica de ARNic modificado formulado con vitamina A-Coatsome proporciona una captación eficaz 
y distribución específica de célula en pulmones de ratón fibróticos y normales. La vía intratecal de ARNic 
modificados formulados con vitamina A-Coatsome se ensayará en paralelo. Se efectuará la detección de ARNic y 15
distribución específica de célula en los pulmones e hígado mediante hibridación in situ (ISH)

Antecedentes: El modelo de fibrosis pulmonar por bleomicina se ha desarrollado y caracterizado bien en los últimos 
30 años (Moeller, et al. Int. J. Biochem. Cell. Biol., 40: 362-382, 2008; Chua et al., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 33:
9-13, 2005). Los signos distintivos histológicos, tales como yemas intraalveolares, incorporación mural de colágeno y 20
erradicación del espacio alveolar, están presentes en animales tratados con BLM de forma similar a pacientes de 
FPI. Estudios anteriores demostraron que los ratones C57/B1 eran consistentemente propensos a fibrosis pulmonar 
inducida por BLM, mientras que los ratones Balb/C eran inherentemente resistentes. Dependiendo de la vía de 
administración, se desarrollan diferentes patrones fibróticos. La instilación intratraqueal de BLM da como resultado 
una fibrosis bronquicéntrica acentuada, mientras que la administración intravenosa o intraperitoneal induce una 25
cicatrización subpleural similar a la enfermedad humana (Chua et al. ibid). Se usa un modelo de ratón de neumonía 
intersticial habitual (NIA). Este modelo muestra una distribución heterogénea de la fibroproliferación, distribuida 
principalmente de forma subpleural y formando lesiones similares a las observadas en los pulmones de pacientes 
con fibrosis pulmonar idiopática (FPI) (Onuma, et al., Tohoku J. Exp. Med. 194: 147-156, 2001 y Yamaguchi y 
Ruoslahti, Nature 336: 244-246, 1988). La NIA se inducirá por inyección intraperitoneal de bleomicina cada dos días 30
durante 7 días para una composición constante de fibroproliferación subpleural en el pulmón de ratón (Swiderski et 
al. Am. J. Pathol. 152: 821-828, 1998 y Shimizukawa et al., Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 284: L526-L532, 
2003).

Como se demostró anteriormente, los liposomas cargados con vitamina A que contienen ARNic interaccionan con 35
proteína de unión a retinol (RBP) y proporcionan un suministro eficaz a las células estrelladas hepáticas a través del 
receptor de RBP (Sato et al. Nat. Biotechnol. 26: 431-442, 2008). Este estudio se planea ensayar si el complejo de 
vitA-Coatsome-ARNic se captará eficazmente por miofibroblastos activados que expresan el receptor de RBP en los 
pulmones de ratones tratados con bleomicina. Además, se ensayará la vía de administración local (instilación 
intratraqueal).40

Diseño de estudio general

Ratones— C57 B1 machos
N de partida (BLM I.P.)—40 (6 para el primer grupo piloto, 34 para el estudio, teniendo en consideración una 45
mortalidad prevista del 25 %)
N de partida (Total)—60
ARNic de ensayo: Los compuestos de SERPINHI dados a conocer en la presente memoria.

Grupos:50

Nº Dosis de 
BLM, mg/kg 
de PC en 
0,1 ml de 
solución 
salina

Vía de 
adm. 
de BLM

Régimen 
de BLM

Dosis de 
ARNic, 
mg/kg 
de PC

Vía de 
adm. de 
ARNic 

Régimen 
de ARNic

Terminación 
después de la 
última adm. de 
ARNic

N (antes de la 
administración 
de ARNic)

1 0,75 I.P. dd 0, 2, 
4, 6 

4,5 I.V. 2 al día 2 h 4

2 0,75 I.P. dd 0, 2, 
4, 6 

4,5 I.V. 2 al día 24 h 4

3 0,75 I.P. dd 0, 2, 
4, 6 

2,25 I.T. 2 al día 2 h 4

4 0,75 I.P. dd 0, 2, 
4, 6 

2,25 I.T. 2 al día 24 h 4
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5 Intacto N/A 4,5 I.V. 2 al día 2 h 4
6 Intacto N/A 4,5 I.V. 2 al día 24 h 4
7 Intacto N/A 2,25 I.T. 2 al día 2 h 4
8 Intacto N/A 2,25 I.V. 2 al día 24 h 4
9 0,75 I.P. dd 0, 2, 

4, 6 
N/A I.V. 

vehículo
2 al día 24 h 3

10 0,75 I.P. dd 0, 2, 
4, 6 

N/A I.T. 
vehículo

2 al día 24 h 3

11 Intacto N/A N/A Intacto N/A Cualquier 
momento

3

Fibrosis pulmonar inducida por bleomicina. Se inducirá la fibrosis pulmonar de ratones C57BL/6 hembra de 12 
semanas mediante la instilación intraperitoneal de clorato de bleomicina: 0,75 mg/kg de peso corporal disueltos en 
0,1 ml de solución salina cada dos días durante 7 días, los días 0, 2, 4 y 6.

5
Seguimiento y monitorización del modelo. Se pesarán los ratones antes del tratamiento con BLM y dos veces por 
semana durante el periodo de duración del estudio.

Evaluación piloto del establecimiento de fibrosis. Se someten los ratones (N= 30) a tratamiento con BLM en grupos, 
permitiendo un intervalo de una semana entre el primer grupo tratado (N= 5) y el resto de los animales. El día 14, se 10
sacrifican 2 ratones del primer grupo y se recolectan los pulmones para tinción con HE rápida y evaluación 
histopatológica rápida de la fibrosis. Cuando se confirma la fibrosis pulmonar, se clasifican las ratas restantes en los 
grupos y se tratan con ARNic el día 14 después del primer tratamiento con BLM. En caso de que no se desarrolle 
suficiente fibrosis en los pulmones para el día 14, se sacrifican los ratones restantes del primer grupo tratado el día 
21, seguido de una evaluación histopatológica rápida de la fibrosis. Se trata el resto de los animales con complejo de 15
ARNic de ensayo a partir del día 21 después del tratamiento con BLM.

Administración de ARNic. El día 14 o el día 21 después de la primera administración de BLM (TBD durante el 
estudio, basado en la evaluación piloto del establecimiento de fibrosis), se clasifican por grupos los animales según 
el PC. Se administra a los animales de los grupos 1 y 2 por vía intravenosa (inyección en la vena de la cola) 20
complejo de ARNic/vitA/Coatsome a una concentración de ARNic de 4,5 mg/kg de PC. Se tratan animales intactos 
de la misma edad (grupos 5 y 6) de la misma manera. Los animales tratados con BLM (grupo 9) se usarán como 
control de vehículo de vitA-Coatsome). En 24 horas, se repite la inyección a todos los animales como anteriormente.

Los animales de BLM de los grupos 3 y 4 y ratones intactos de los grupos 7 y 8 se anestesian con isoflurano y se 25
someten a la instilación intratraqueal de 2,25 mg/kg de PC de ARNic formulados en liposomas cargados con vitA. Se 
administra a los ratones del grupo de BLM 10 vehículo de vitA/Coatsome solo. Se repite la instilación intratraqueal 
después de 24 horas.

Terminación del estudio. Se sacrifican los animales de los grupos 1, 3, 5, 7 y 9 a las 2 horas después de la segunda 30
inyección o instilación de complejo de ARNic. Se sacrifican los animales de los grupos 2, 4, 6, 8 y 10 a las 24 horas 
después de la segunda inyección o instilación de complejo de ARNic.

Tras el sacrificio de los animales, se someten a perfusión transcardiaca los ratones con formalina tamponada neutra 
al 10 %. Se inflan los pulmones con 0,8-1,0 ml de NBF al 10 % y se liga la tráquea. Se extirpan los pulmones y se 35
fijan durante 24 h con NBF al 10 %. Se recolecta el hígado de cada animal y se fija con NBF al 10 % durante 24 h.

Seccionamiento y evaluación. Se preparan las secciones consiguientes a partir de los pulmones e hígados. Se tiñe 
la primera sección consiguiente con hematoxilina y eosina para la valoración de la morfología del pulmón e hígado, 
se tiñe la segunda sección con rojo Sirio (tricrómico) para identificar el colágeno. Se someten las terceras secciones 40
consiguientes a hibridación in situ (ISH) para la detección del ARNic. 

Se ensayan los compuestos como se describen en la presente memoria en este modelo animal y los resultados 
muestran que estos compuestos de ARNic son útiles en el tratamiento y/o la prevención de lesión por reperfusión
isquémica después de trasplante de pulmón.45
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TABLA 1
Lista de secuencias de ARNic

5
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La presente invención enseña a un especialista en la materia a ensayar diversas combinaciones y/o sustituciones de 
las modificaciones químicas descritas en la presente memoria para generar constructos de ácido nucleico con 
actividad mejorada para mediar la actividad de iARN. Dicha actividad mejorada puede incluir estabilidad mejorada, 
biodisponibilidad mejorada y/o activación mejorada de las respuestas celulares que median la iARN. Por lo tanto, las 
realizaciones específicas descritas en la presente memoria no son limitantes y un especialista en la materia puede 5
apreciar fácilmente que pueden ensayarse combinaciones específicas de las modificaciones descritas en la presente 
memoria sin experimentación indebida para identificar moléculas de ácido nucleico con actividad de iARN mejorada.

Las invenciones descritas ilustrativamente en la presente memoria pueden practicarse adecuadamente en ausencia
de cualquier elemento o elementos, limitación o limitaciones, no dados a conocer específicamente en la presente 10
memoria. Por tanto, por ejemplo, los términos “un” y “una” y “el/la” y referentes similares en el contexto de la 
descripción de la invención (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) ha de considerarse que 
cubren tanto el singular como el plural, a menos que se indique otra cosa en la presente memoria o se contradiga 
claramente por el contexto. Los términos “comprende”, tiene”, “incluye”, “contiene” etc. tendrán que leerse
ampliamente y sin limitación (p.ej., significando “incluye pero sin limitación”). La enumeración de intervalos de 15
valores en la presente memoria pretende simplemente servir como procedimiento abreviado para hacer referencia 
individualmente a cada valor separado que entra dentro del intervalo, a menos que se indique otra cosa en la 
presente memoria, y cada valor separado se incorpora a la memoria descriptiva como si se enumerara 
individualmente en la presente memoria. Todos los procedimientos descritos en la presente memoria pueden 
efectuarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique otra cosa en la presente memoria o se contradiga 20
claramente por el contexto. El uso de todos y cada uno de los ejemplos o frases ejemplares (p.ej., “tal como”) 
proporcionados en la presente memoria se pretende simplemente para iluminar mejor la invención y no plantea una 
limitación sobre el alcance de la invención a menos que se reivindique otra cosa. Ninguna frase de la memoria 
descriptiva debería considerarse como indicativa de un elemento no reivindicado como esencial en la práctica de la 
invención. Adicionalmente, los términos y expresiones empleados en la presente memoria se han usado como 25
términos de descripción y no limitación, y no hay intención en el uso de dichos términos y expresiones de excluir 
ningún equivalente de los rasgos mostrados y descritos o porciones de los mismos, sino que se reconoce que son 
posibles diversas modificaciones dentro del alcance de la invención reivindicada. Por tanto, debería entenderse que 
aunque la presente invención se ha dado a conocer específicamente por realizaciones preferidas y rasgos 
opcionales, puede recurrirse a la modificación y variación de las invenciones ejemplificadas dadas a conocer en la 30
presente memoria por los especialistas en la materia, y dichas modificaciones y variaciones se considera que están 
dentro del alcance de esta invención.

La invención se ha descrito de forma amplia y genérica en la presente memoria. Cada una de las especies y 
agrupaciones subgenéricas más restringidas que entran dentro de la divulgación genérica forman también parte de 35
la invención. Esto incluye la descripción genérica de la invención con la condición o limitación negativa de eliminar 
cualquier materia en cuestión del género, independientemente de si el material extraído se enumera 
específicamente en la presente memoria. Están dentro de las siguientes reivindicaciones otras realizaciones. 
Además, cuando se describen rasgos o aspectos de la invención en términos de grupos de Markush, los 
especialistas en la materia reconocerán que la invención se describe así también en términos de cualquier miembro 40
individual o subgrupo de miembros del grupo de Markush.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de ácido nucleico bicatenaria que tiene la estructura (A2) expuesta a continuación:

(A2) 5' N1-(N)x- Z 3’ (hebra anticodificante)5
3' Z'-N2-(N')y-z" 5’ (hebra codificante)

en la que cada uno de N2, N y N' es un ribonucleótido no modificado o modificado o un resto no convencional; 
en la que cada uno de (N)x y (N')y es un oligonucleótido en que cada N o N’ consecutivo está unido al N o N’ 
adyacente por un enlace covalente;10
en la que cada uno de x e y es independientemente un entero entre 17 y 39;
en la que la secuencia de (N')y tiene complementariedad con la secuencia de (N)x y (N)x tiene complementariedad 
con una secuencia consecutiva en un ARNm de hsp47 (SEQ ID NO: 1);
en la que N1 está unido covalentemente a (N)x y está desapareado con el ARNm de hsp47 o es un resto de ADN 
complementario del ARNm de hsp47;15
en la que N1 es un resto seleccionado del grupo consistente en uridina, desoxirribouridina, ribotimidina, 
desoxirribotimidina, adenosina o desoxiadenosina naturales o modificadas; 
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado
covalentemente con el extremo 5’ de N2-(N')y;
en la que cada uno de Z y Z’ está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 20
independientemente 1-5 nucleótidos consecutivos, restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los 
mismos conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y 
en la que la hebra anticodificante comprende una secuencia anticodificante de SEQ ID NO: 127.

2. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 1 en la que x = y= 18.25

3. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que la hebra 
codificante y la hebra anticodificante son el oligonucleótido descrito como SERPINH1_2 (SEQ ID NO: 60 y 127).

4. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 3, que tiene la estructura 30

(hebra anticodificante de SEQ ID NO: 127)

(hebra codificante de SEQ ID NO: 60)

en la que cada “|” representa un apareamiento de bases entre los ribonucleótidos;
en la que cada uno de A, C, G y U es independientemente un ribonucleótido no modificado o modificado o un resto 
no convencional;35
en la que cada uno de Z y Z' está independientemente presente o ausente, pero si está presente es 
independientemente 1-5 nucleótidos o restos no nucleotídicos consecutivos o una combinación de los mismos 
conectados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra en que está presente; y
en la que z’’ puede estar presente o ausente, pero si está presente es un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’ de la hebra codificante.40

5. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 1, en la que la hebra codificante comprende 
adicionalmente Z’, y en la que opcionalmente Z’ incluye un resto C3OH o un resto C3Pi.

6. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 5, en la que cada uno de Z y/o Z’ incluye dos 45
restos alquilo ligados covalentemente con el extremo 3’ de la hebra anticodificante o hebra codificante a través de un 
ligamiento fosfodiéster o fosforotioato y ligados covalentemente entre sí a través de un ligamiento fosfodiéster o 
fosforotioato, y en la que opcionalmente Z y/o Z' es C3Pi-C3Pi o C3Pi-C3OH.

7. La molécula de ácido nucleico bicatenario de la reivindicación 3, en la que x= y= 18 y N1-(N)x comprende 50
ribonucleótidos modificados con 2'-O-metilazúcar en las posiciones (5'>3') 3, 5, 9, 11, 13, 15 y 17.

8. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 4, en la que la hebra anticodificante 
comprende una o más pirimidinas y/o purinas modificadas con 2’-OMe-azúcar, un ribonucleótido 2'-5' en posición 5, 
6, 7 u 8 y un saliente nucleotídico o no nucleotídico 3'-terminal.55

9. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 4, en la que la hebra codificante comprende 4 
o 5 nucleótidos 2'-5' consecutivos en las posiciones 3'-terminal o penúltima, un resto nucleotídico o no nucleotídico 
conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’.

60
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10. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de las reivindicación 4, en la que z’’ está presente y comprende 
un resto de caperuza conectado covalentemente con el extremo 5’ de la hebra codificante, en la que el resto de 
caperuza se selecciona opcionalmente del grupo consistente en un resto de ribosa abásico, un resto de ribosa 
abásico invertido, un resto de desoxirribosa abásico invertido, un resto de desoxirribosa abásico y modificaciones de 
los mismos; C6-imino-Pi; un nucleótido espejo; 5'OMe-nucleótido; 4',5'-metilenonucleótido; 1-(-D-5
eritrofuranosil)nucleótido; 4'-tionucleótido, nucleótido carbocíclico; fosfato de 5'-aminoalquilo; fosfato de 1,3-diamino-
2-propilo, fosfato de 3-aminopropilo, fosfato de 6-aminohexilo; fosfato de 12-aminodecilo; fosfato de hidroxipropilo, 
1,5-anhidrohexitolnucleótido; -nucleótido; treopentofuranosilnucleótido; 3',4'-seconucleótido acíclico; 3,4-
dihidroxibutilnucleótido; 3,5-dihidroxipentilnucleótido, resto abásico 5'-5'-invertido; fosfato de 1,4-butanodiol; 5'-amino 
y restos metilfosfonato y 5’-mercapto de puente y no de puente.10

11. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 1, en la que la hebra anticodificante es la 
SEQ ID NO: 127 e incluye ribonucleótidos modificados con 2'OMe-azúcar, un 2'-5' ribonucleótido en al menos una 
de las posiciones 1, 5, 6 o 7 y un resto no nucleotídico 3'-terminal conectado covalentemente con el extremo 3’; y la 
hebra codificante es la SEQ ID NO: 60 e incluye al menos un ribonucleótido 2'-5' o ribonucleótido modificado con 15
2'OMe, un resto no nucleotídico conectado covalentemente con el extremo 3’ y un resto de caperuza conectado 
covalentemente con el extremo 5’.

12. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de la reivindicación 4, en la que la hebra anticodificante 
comprende ribonucleótidos modificados con 2'-O-metilazúcar en las posiciones (5'>3') 1, 3, 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 19, 20
un ribonucleótido 2'-5' en la posición (5'>3') 7 y un resto no nucleotídico 3Pi-C3OH conectado covalentemente con el 
extremo 3’, y en la que la hebra codificante comprende 5 ribonucleótidos 2'-5' consecutivos en las posiciones 3’-
terminales (5'>3') 15, 16, 17, 18 y 19, un resto no nucleotídico C3Pi conectado covalentemente con el extremo 3’ y 
un resto de caperuza desoxirribonucleotídico abásico invertido conectado covalentemente con el extremo 5’.

25
13. La molécula de ácido nucleico bicatenaria de cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para uso en el 
tratamiento de un individuo que padece una enfermedad asociada a hsp47, en la que dicha enfermedad comprende 
opcionalmente fibrosis.

14. Una composición que comprende la molécula de ácido nucleico bicatenaria de cualquiera de las 30
reivindicaciones 1-12 y un portador farmacéuticamente aceptable.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 2 (CONTINUACIÓN)
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 6 (ARNm basado en la secuencia de ADNc NM_001235)

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



159

FIGURA 7 (secuencia de proteína NP_001226)

FIGURA 8 (secuencia de codificación de NP_001235)
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FIGURA 9A

FIGURA 9B

FIGURA 9C
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FIGURA 9D

FIGURA 9E

FIGURA 9F
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FIGURA 9G

FIGURA 9H

FIGURA 9I
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FIGURA 10A

E10836656
25-02-2016ES 2 562 499 T3

 



164

FIGURA 10B
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FIGURA 10C
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FIGURA 10D
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FIGURA 10E
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FIGURA 10F
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FIGURA 10G
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FIGURA 10H
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FIGURA 10I
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