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DESCRIPCION
Métodos de tratamiento de los trastornos inflamatorios vasculares
CAMPO TECNICO

En este documento se describe un acido nucleico para el uso en un método de tratamiento de la aterosclerosis en un
sujeto.

ANTECEDENTES

El endotelio vascular representa una conexién critica entre la sangre y todos los tejidos. La disfuncion endotelial
contribuye al desarrollo tanto de estados inflamatorios patolégicos agudos, como la endotoxemia y sepsis, como de
estados inflamatorios patoldgicos crénicos, como la aterosclerosis, diabetes, artritis reumatoide y enfermedad
inflamatoria intestinal (Aird, Blood 101:3765-3777, 2003; Aird, Lancet 365:63-78, 2007; Baker et al., CellMetab. 13:11-
22, 2011; Gareus et al., CellMetab. 8:372-383, 2008; Guerci et al., Diabetes Metab. 27:436-477, 2001; Hansson y
Libby, Nat. Rev. Immunol. 6:508- 519, 2006; Khan et al., Nat. Rev. Rheumatol. 6: 253-261, 2010; Roifman et al., Clin.
Gastroenterol. Hepatol. 7:175-182, 2009). En respuesta a los estimulos inflamatorios, el endotelio vascular expresa
una serie de moléculas de adhesion que desempefian funciones clave en la captacion de leucocitos en los puntos de
inflamacién (Ley et al., Nat. Rev. Immunol. 7:678- 689, 2007; Pober y Sessa, J. Immunol. 138:3319-3324,2007). En
particular, la molécula de adhesién celular vascular 1 (VCAM-1), E-selectina, y la molécula de adhesién intercelular 1
(ICAM-1) median en la unién temprana de leucocitos y eventos desencadenantes. Posteriormente se genera una
respuesta inflamatoria en los tejidos, una vez que se han producido eventos como la adhesién y transmigracion firme
(Ley et al., Nat. Rev. Immunol. 7:678-689, 2007). Estudios clinicos han demostrado que las formas solubles de estas
moléculas de adhesién estan incrementadas en aquellos pacientes que padecen enfermedad inflamatoria vascular
(Shapiro et al., Crit. Care 14:R182, 2010; Xu et al., Int. J. Cardiol. 64:253-258, 1998).

WO 2005/013901 A2 divulga compuestos, composiciones y métodos para modular la expresion y funcion de pequefios
fragmentos de ARN no codificante.

RESUMEN
El alcance de la presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

Cualquier otra divulgacién de la presente descripcion, con independencia de que se indique como preferible o se
exponga a modo de ejemplo, no forma parte de la presente invencion.

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el sorprendente descubrimiento de que la sobreexpresion de
miR-181b en las células endoteliales inhibe la regulacion al alza mediada por NF-PB inducida por TNF-a de la
expresion de la molécula de adhesién vascular 1 (VCAM-1), E-selectina, y la molécula de adhesion intracelular 1
(ICAM-1), inhibe la adhesion leucocitaria en monocapas de células endoteliales a activadas, y suprime la expresion
de E-selectiva y VCAM-1 mediada por NF-PB inducida por TNF-a en el endotelio vascular in vivo. En vista del
descubrimiento de que miR-181b inhibe la sefial de NF-PB, se proporcionan métodos de tratamiento de enfermedades
causadas o mediadas por la sefial de NF-PB (por €j., enfermedades inflamatorias vasculares) y métodos para inhibir
la sefial de NF-PB en un célula (por €j., una célula endotelial) que no forman parte de la invencion.

La invencion, definida en las reivindicaciones, manifiesta un acido nucleico para el uso en un método de tratamiento
de la aterosclerosis en un sujeto, donde el método comprende la administracién al sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva de dicho acido nucleico, y donde el acido nucleico comprende la secuencia de ID SEC. N°:
1.En algunas realizaciones, el acido nucleico comprende la secuencia de ID SEC. N°: 2 o ID SEC. Ne°: 3.

En algunas realizaciones, el acido nucleico se conjuga con uno o mas polimeros, un péptido o un polisacarido.

En algunas realizaciones, la administracion provoca una reduccion de la adhesion leucocitaria en el endotelio del
sujeto o una reduccion de la extravasacion leucocitaria del endotelio del sujeto en comparacion con un sujeto de control
al que no se le ha administrado el acido nucleico.

En algunas realizaciones, la administracion provoca una reduccion de la expresion de la molécula de adhesion vascular
1 (VCAM-1), E-selectina o de la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1) en el endotelio del sujeto en comparacion
con un sujeto de control al que no se le ha administrado el acido nucleico.

En algunas realizaciones, el acido nucleico se administra al sujeto por via oral, intramuscular, subcutanea, arterial,
intravenosa o por inhalacion.

Por consiguiente, en el presente documento se manifiesta un acido nucleico para el uso en métodos de tratamiento o
para retrasar la aparicion de aterosclerosis, incluyendo la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente
efectiva de un &cido nucleico que contiene (por €j., 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 0 23
nucleétidos) la secuencia de miR-181b (ID SEC. N°: 1). En algunas realizaciones, que no forman parte de la invencién,
se trata de un &cido nucleico para el uso en métodos de tratamiento o para retrasar la aparicion de otras enfermedades
inflamatorias vasculares. En algunas realizaciones de estos métodos, que no forman parte de la invencion, la
enfermedad inflamatoria vascular es una enfermedad inflamatoria vascular aguda o una enfermedad inflamatoria
vascular cronica.
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En algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente, el acido nucleico para el uso en los métodos se
administra por via oral, intramuscular, subcutanea, arterial, intravenosa o por inhalacion. En algunas realizaciones de
estos métodos, se administra al sujeto una dosis o mdltiples dosis (por €j., al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,
ocho, nueve o diez dosis) del acido nucleico. En algunas realizaciones, el acido nucleico se administra de forma
continua durante un periodo de tratamiento (por ej., al menos cinco minutos, 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos, 1
hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 10 horas, 18 horas, 24 horas, 48 horas 0 1 semana).

En algunas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, la administracion provoca una reduccion
(por e€j., significativa (a efectos del presente documento, el término "significativo" significa estadisticamente
significativo), como una reduccién de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) en la adhesién leucocitaria al endotelio del sujeto o una reduccién (por e€j.
una reduccion significativa, como una reduccion de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) en la extravasacion leucocitaria del endotelio del sujeto en
comparacioén con un sujeto de control (por ej. un sujeto sano o asintomatico, un sujeto al que no se le ha diagnosticado
0 que no presenta uno o mas sintomas de aterosclerosis, o un sujeto diagnosticado o que presenta uno o mas sintomas
de aterosclerosis) al que no se le ha administrado el acido nucleico. En algunas realizaciones de los métodos descritos
en el presente documento, la administracion provoca una reduccion (por ej. una reduccion significativa, como una
reduccion de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 0 95%) en la expresion (proteina o &cido nucleico) de VCAM-1, E-selectina, o ICAM-1 en el endotelio del
sujeto en comparacién con un sujeto de control (por ej. un sujeto sano o0 asintomatico, un sujeto al que no se le ha
diagnosticado o que no presenta uno o mas sintomas de aterosclerosis, o un sujeto diagnosticado o que presenta uno
0 mas sintomas de aterosclerosis) al que no se le ha administrado el acido nucleico.

Se proporcionan asimismo métodos para la reduccién (por ej. una reduccién significativa, como una reduccion de al
menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o
95%) en la sefial del factor nuclear PB (NF-PB) en una célula endotelial (por ej. una célula endotelial en un sujeto o
una célula endotelial in vitro o ex vivo), incluyendo la administracion en la célula endotelial de un acido nucleico que
contiene la totalidad o parte (por €j. 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 0 23 nucleétidos) de
la secuencia de miR-181b (ID SEC. N° 1), que no forma parte de la invencién. En algunas realizaciones de la
divulgacion, la administracion resulta en una reduccion (por ej. una reduccién significativa, como una reduccién de al
menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o
95%) en la expresion (proteina o ARNm) de importina-a3 en la célula endotelial en comparacion con una célula
endotelial a la que no se le ha administrado el acido nucleico o a la que se le ha administrado un acido nucleico de
control (por ej. una secuencia no especifica codificada). En algunas realizaciones de la divulgacion, la administracion
resulta en una reduccién (por ej. una reduccion significativa, como una reduccion de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) en la importacion nuclear de
la subunidad p65 y/o p50 de NF-PB en el nucleo de la célula endotelial en comparacion con una célula endotelial a la
gue no se le ha administrado el acido nucleico o a la que se le ha administrado un &cido nucleico de control (por e;.
una secuencia no especifica codificada). En algunas realizaciones de la divulgacion, la administracién resulta en una
reduccion (por ej. una reduccion significativa, como una reduccién de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) en la expresion (proteina o0 ARNm) de
una o mas VCAM-1, E-selectina o ICAM-1 en la célula endotelial en comparacion con una célula endotelial a la que
no se le ha administrado el acido nucleico o a la que se le ha administrado un acido nucleico de control (por €j. una
secuencia no especifica codificada).

En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula endotelial esta en el sujeto y el acido nucleico se le administra
por via oral, intramuscular, subcutanea, arterial, intravenosa o por inhalacion.

En cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el acido nucleico puede contener la secuencia de
ID SEC. N°: 2 o ID SEC. N°: 3. En cualquiera de los métodos descritos en el presente, el acido nucleico puede ser
modificado o conjugado con uno o mas (por e€j. dos o tres) polimeros (como polietilglicol o polialquilglicol), un péptido
(como el péptido a RGD o un colageno (por ej. telocolageno tipo I) o un polisacarido (por €j. a 3-1,3-glicano).

A efectos del presente documento, una "secuencia de acido nucleico complementaria” es una secuencia de acido
nucleico capaz de hibridarse con otra secuencia de acido nucleico que comprende pares de bases de nucleétidos
complementarias. Por "hibridar" se entiende un par que forma una molécula de doble cadena entre bases de
nucleétidos complementarias (por €j. la adenina (A) forma un par de bases con la timina (T) (o el uracilo (U) en el caso
del ARN), y la guanina (G) forma un par de bases con la citosina (C)) en condiciones de rigurosidad adecuadas. (Ver,
por ej. Wahl, G. M.y S. L. Berger, Methods Enzymol. 152:399, 1987; Kimmel, A. R., Methods Enzymol. 152:507, 1987).
A efectos de los presentes métodos, el acido nucleico no necesita ser complementario de la secuencia diana completa
(por ej. una secuencia de ARNm de importina-a3, como una secuencia de ARNm de la regiéon 3’-UTR de importina-
30), sino lo suficiente para proporcionar la inhibicion especifica; por ej. en algunas realizaciones la secuencia es 100%
complementaria con al menos 5-23, 5-15 o0 5-10 nucleétidos contiguos en 3'-UTR de un ARNm de importina-3a (por
ej. el sitio 1 o el sitio 2 de la regién 3’-UTR de importina-a3 que aparecen en la Figura 8A). A continuacion se
proporciona informacion mas detallada.

A efectos del presente documento, un "oligonucleétido antisentido” se refiere a una secuencia de acido nucleico que
es complementaria a una secuencia de ADN o ARN, como una secuencia presente en la importina- a3 (por €j. una
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secuencia presente en la region 3'-UTR del ARNm de la importina-a3, como el sitio 1 o el sitio 2 de la regién 3'-UTR
del ARNm de la importina-a3 que se ilustran en la Figura 8A).

Por "tratamiento” se entiende una reduccion en la gravedad, duracién o frecuencia de uno o mas (por €j. dos, tres,
cuatro, cinco o seis) sintomas de una enfermedad (por ej. una enfermedad inflamatoria vascular), la eliminacion de
uno o mas (por e€j. dos, tres, cuatro, cinco o seis) sintomas de una enfermedad (por €j. una enfermedad inflamatoria
vascular) y/o un retraso en la apariciéon de uno o mas (por ej. dos, tres, cuatro, cinco o seis) sintomas de una
enfermedad (por €j. una enfermedad inflamatoria vascular) en un sujeto (por €j. un sujeto al que se le ha diagnosticado
una enfermedad inflamatoria vascular o un sujeto identificado en riesgo de desarrollar una enfermedad inflamatoria
vascular). Un retraso en la aparicion de uno o mas sintomas de una enfermedad (por €j. una enfermedad inflamatoria
vascular) en un sujeto al que se le ha administrado un acido nucleico que contiene la totalidad o parte de la secuencia
de ID SEC. N°: 1 se puede comparar con la evolucion de los mismos sintomas en un sujeto con la misma enfermedad
(por ej. la misma enfermedad inflamatoria vascular) al que no se le ha administrado el &cido nucleico.

Por "enfermedad inflamatoria vascular" se entiende un estado patoldgico que implica una o mas (por €j. una, dos o
tres) fases (por €j. una fase temprana (por ej. antes de desarrollar uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria
vascular o antes del diagnéstico por un profesional sanitario), una fase intermedia (por €j. tras desarrollar uno o mas
sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular o tras el diagnostico por un profesional sanitario), o una fase tardia
(por ej. tras la manifestacion de uno o mas sintomas graves de una enfermedad inflamatoria vascular que requiere
ingreso en un centro sanitario (por ej. un hospital 0 una unidad de cuidados intensivos) en la patobiologia de la
enfermedad de uno o mas (por ej. uno, dos, tres 0 cuatro) de los eventos siguientes: activacion celular endotelial,
adhesién leucocitaria al endotelio, extravasacion leucocitaria del endotelio y aumento (por €j. un aumento significativo,
como un aumento de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 20 50%, 55%, 60%, 70%,
80%, 90%, 0 95%) de la expresién (proteina o ARNm) de una o mas VCAM-1, E-selectina, o ICAM-1 en el endotelio,
en comparacion con un sujeto de control (por ej. un sujeto sano o asintomatico, un sujeto al que no se le ha
diagnosticado una enfermedad inflamatoria vascular, un sujeto que no presenta uno o mas sintomas de enfermedad
inflamatoria vascular, el mismo sujeto antes de desarrollar uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria
vascular, el mismo sujeto antes del diagnéstico de una enfermedad inflamatoria vascular, o el mismo sujeto en una
fase mas temprana de la enfermedad inflamatoria vascular).

Por "enfermedad inflamatoria vascular aguda" se entiende una enfermedad inflamatoria vascular que esta tipificada
por una respuesta inicial del organismo a estimulos nocivos (por €j. infeccién bacteriana o lesion tisular) que provoca
un aumento del movimiento tanto del plasma como de los leucocitos (por ej. granulocitos) de la sangre en el tejido(s)
lesionado.

Por "enfermedad inflamatoria vascular cronica" se entiende una enfermedad inflamatoria vascular que se caracteriza
por un periodo prolongado (por €j. al menos 1 semana, 2 semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses,
cinco meses, seis meses, 1 afo, 2 afos, 3 afos, 4 afios o 5 afios) de inflamacion en uno o mas tejidos (por €j. dos,
tres, cuatro o cinco) de un sujeto.

Por "lesién pulmonar aguda" se entiende una enfermedad inflamatoria del pulmén que produce un deterioro en la
funcién respiratoria. La lesién pulmonar aguda se caracteriza a menudo por uno o mas (por €j. dos, tres o cuatro) de
los elementos siguientes: reduccion de la presion parcial de oxigeno en sangre, edema pulmonar, funcién pulmonar
disminuida y fuga capilar. La lesion pulmonar aguda puede estar producida por una inflamacién local o sistémica. Por
ejemplo, la lesion pulmonar aguda puede estar inducida por una sepsis ("lesiéon pulmonar aguda inducida por sepsis").

El término "retraso en la aparicion” se refiere a reducir (por ej. una reduccion significativa, de al menos el 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 70%, 80%, 90%, 0 95%) el ritmo de evolucion o la evolucién
de uno o mas (por ej. al menos dos, tres, cuatro o cinco) sintomas de la enfermedad (por ej. una enfermedad
inflamatoria vascular) en un sujeto, al administrarle un tratamiento terapéutico (por €j. un acido nucleico que contiene
la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N° 1) en comparacion con un sujeto de control (por €j. un sujeto
gue no recibe el tratamiento terapéutico o el mismo sujeto antes de que se le haya administrado el tratamiento
terapéutico).Por la frase "una parte de la secuencia de miR-181b" o "una parte de la secuencia de ID SEC. N°: 1" se
entiende 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o 23 nucledtidos contiguos de la secuencia de
ID SEC. N°: 1. Por ejemplo, una parte de la secuencia de miR-181b puede estar entre 5y 23,5y 20,5y 15,05y 10
nucleétidos contiguos de la secuencia de ID SEC. N°: 1. La secuencia contigua no tiene que empezar en el extremo
5' de la secuencia de ID SEC. N°: 1 y puede empezar en la posicion del nucleétido 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 0 18 de la ID SEC. N°: 1.

Por "cantidad terapéuticamente efectiva" se entiende una cantidad que es suficiente para mejorar o tratar uno o0 mas
(por €j. dos, tres, cuatro o cinco) sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular en un sujeto o retrasar la aparicion
de uno o mas (por ej. dos, tres, cuatro o cinco sintomas) de una enfermedad inflamatoria vascular en un sujeto.

Por "sintoma de una enfermedad inflamatoria vascular" se entiende una manifestacién fisica de una enfermedad
inflamatoria vascular que puede ser valorada o medida por un profesional sanitario (por ej. un médico, un enfermero,
un auxiliar o un técnico de laboratorio). Algunos ejemplos de sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular
incluyen: dolor, enrojecimiento, inflamacion, vasodilatacién, aumento de la permeabilidad vascular, diarrea, nduseas,
vomitos, calambres abdominales, dolor abdominal, sangre en las heces, fiebre, Ulceras, falta de apetito, pérdida de
peso, fatiga, inflamaciéon ocular, dolor o molestias en el pecho, dificultad para respirar, mareos, aumento de la
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frecuencia cardiaca, dolor en la parte superior del cuerpo, dolor de estdmago, ansiedad, sudoracion, calambres en las
piernas, debilidad o entumecimiento en las piernas, Ulceras en las piernas y dedos del pie, cambio de color de las
piernas, pérdida de vello o crecimiento ralentizado del vello en pies o piernas, piel brillante en las piernas, pulso débil
en piernas o pies, disfuncion eréctil, estertores o tos persistente, flemas tefiidas de sangre de color rosa o blanco,
aumento de peso por la retencion de liquidos, dificultad para concentrarse, palpitaciones, problemas de suefio
causados por la dificultad para respirar, sibilancias o estertores audibles al exhalar, ataques de tos o estertores,
debilidad o entumecimiento en brazos o piernas, dificultad para hablar o problemas de pronunciacion, musculos
faciales caidos, rigidez en las articulaciones, menos margen de movimiento, problemas de visién en uno o ambos ojos,
dolor de cabeza, respiracion con dificultad e inusualmente rapida, presion arterial baja y confusion.

"ARN" es una molécula que comprende al menos uno o mas residuos de ribonucledtidos. Un "ribonucleétido” es un
nucleétido con un grupo hidroxilo en la posicion 2' de una fraccién de beta-D- ribofuranosa. El término ARN, tal como
se usa aqui, incluye un ARN bicatenario, un ARN monocatenario, ARN aislado, como ARN parcialmente purificado,
ARN esencialmente puro, ARN sintético, ARN producido por técnicas de recombinacion, asi como ARN alterado que
difiere del ARN naturalmente presente por la adicién, delecién, sustitucion y/o alteraciéon de uno o mas nucledtidos.
Los nucleétidos de las moléculas de ARN también pueden comprender nucleétidos no estandar, como nucle6tidos no
presentes naturalmente, nucleétidos quimicamente sintetizados o desoxinucleétidos.

Una "micro-ARN" (miARN) es una molécula de ARN monocatenaria de unos 21-23 nts de largo. En general, las miARN
regulan la expresiéon génica. Las miARN estan codificadas por genes de cuyo ADN han sido transcritas, pero las
miARN no se traducen en proteina. Cada transcrito primario de miARN se transforma en una estructura en tallo-bucle
corta antes transformarse posteriormente en un miARN funcional. Las moléculas de miARN maduras son parcialmente
complementarias a una o0 mas moléculas de ARN mensajeras (ARNm), y su principal funcién es regular a la baja la
expresion génica. Los miARN maduros de ejemplo contienen la totalidad o parte de la secuencia de miR-181b (ID
SEC. N°: 1). Los mi ARN maduros que forman parte de la invencidn contienen la secuencia de ID SEC. N°: 1. Los
mMiARN precursores de ejemplo contienen la secuencia de ID SEC. N°: 2 o ID SEC. N°: 3. Algunos ejemplos de miARN
estan dirigidos a la region 3'-UTR del ARNm de una importina-a3 (por €j. sitio 1 y sitio 2 de la region 3'-UTR del ARNm
de la importina-a3 como se ilustra en la Figura 8A).

Por "miR-181b" se entiende una molécula de acido nucleico que contiene una secuencia de ID SEC. N°: 1. Por ejemplo,
el término incluye moléculas de miARN precursoras que contienen una secuencia de ID SEC. N° 2 o ID SEC. N°: 3.
Por "miR-181b maduro” se entiende una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia de ID SEC. N°: 1.

Tal como se usa aqui, un "ARN de interferencia" se refiere a cualquier secuencia de ARN bicateria 0 monocatenaria
capaz de inhibir o regular a la baja, de forma directa o indirecta, la expresion génica mediando la interferencia de ARN.
El ARN interferente incluye, entre otros, ARN interferente corto (SiARN) y ARN de horquilla corta (ShARN).
"Interferencia de ARN" se refiere a la degradacion selectiva de una transcripcion de ARN mensajero compatible con
la secuencia (por ej. un ARNm de importina-a3). Un ejemplo de un ARN interferente es un acido nucleico que contiene
la totalidad o parte de la secuencia de miR-181b (ID SEC. N°: 1). Un ARN interferente que forma parte de la invencién
es un acido nucleico que comprende la ID SEC. N°: 1. En otros ejemplos, un ARN interferente es un acido nucleico
gue contiene la secuencia de ID SEC. N° 2 o ID SEC. N°: 3, o dirigido a la region 3'-UTR del ARNm de una importina-
a3 (por ej. sitio 1 o sitio 2 de la region 3'-UTR del ARNm de la importina-a3 como se ilustra en la Figura 8A).

Tal como se usa aqui, un "shARN" (ARN de horquilla corta) se refiere a una molécula de ARN que comprende una
regiéon antisentido, una regién de bucle y una region sentido, donde la regién sentido tiene nucleétidos
complementarios que forman pares de bases con la region antisentido para crear un tallo duplex. Después de la
transformacion postranscripcional, el ARN de horquilla corta se convierte en un ARN interferente corto por un evento
de clivaje mediado por la enzima Dicer, que forma parte de la familia de las RNasa lll. En algunos ejemplos, un shARN
es un &cido nucleico que contiene la totalidad o parte de la secuencia de miR-181b (ID SEC. N°: 1), ID SEC. N° 2 o
ID SEC. N°: 3. Un ARN interferente que forma parte de la invencién es un acido nucleico que comprende la ID SEC.
N°: 1. En otros ejemplos, un shARN esta dirigido a la regién 3'-UTR del ARNm de una importina-a3 (por ej. sitio 1 o
sitio 2 de la region 3’-UTR del ARNm de una importina-a3 como se ilustra en la Figura 8A).

A efectos del presente documento, un "ARN interferente corto” o "siARN" se refiere a cualquier molécula corta de ARN
capaz de inhibir o regular a la baja la expresion génica al mediar la interferencia de ARN en una forma especifica de
secuencia. El ARN corto puede tener, por ej. unos 18 a 21 nucleétidos de largo. Un siARN puede contener la totalidad
0 una parte de la secuencia de ID SEC. N°: 1. Un siARN de la invenciéon comprende la secuencia de ID SEC. N°: 1.
En otros ejemplos, un siARN puede dirigirse a la regién 3'-UTR del ARNm de una importina-a3 (por ej. sitio 1 o sitio 2
de la regiéon 3'-UTR del ARNm de una importina-a3 como se ilustra en la Figura 8A).

Un "sujeto” es un vertebrado, incluyendo cualquier miembro de la familia de los mamiferos, incluyendo seres humanos,
animales domésticos y de granja, animales del zoo, animales utilizados en deportes o mascotas, como ratones,
conejos, cerdos, ovejas, cabras, bovinos y primates superiores. En realizaciones preferibles, el sujeto es un ser
humano.

A efectos del presente documento, un "vector" o "vector de expresion" es un vehiculo con base de acido nucleico que
comprende secuencias reguladoras y un gen de interés, que puede ser utilizado para transferir su contenido a una
célula. Por ejemplo, el vector puede ser utilizado para expresar un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte
de miR-181b (ID SEC. N° 1) en una célula. Un vector de la invencion se utiliza para expresar un acido nucleico que
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comprende la ID SEC. N°: 1.Por el término "sefial del factor nuclear PB" o "sefial de NF-PB" se entiende las mdltiples
trayectorias de sefial dentro de una célula que resultan en la translocacién de NF-PB (por e€j. la translocacion de la
subunidad p65 y/o p50 de NF-PB) en el nicleo y la transcripcién aumentada de uno o mas (por €j. al menos dos, tres,
cuatro o cinco) genes regulados por NF-PB. En el citoplasma, NF-PB forma un complejo con su inhibidor IPB. Las vias
de sefial secuencia arriba activan un complejo de quinasa IPB (IKK) que resulta en la degradacion proteosomal
inducida por fosforilacion mediada por IKK del inhibidor IPB. La degradacién de IPB permite que NF-PB se traslade al
ndcleo y que induzca la transcripcién por la unién a promotores especificos de un gen. Tal y como se describe en el
presente documento, la sefial de NF-PB desempefia un papel o esta implicada en diversos estados patoldgicos (como
las enfermedades inflamatorias vasculares).

Por el término "molécula de adhesion vascular 1" o "VCAM-1" se entiende una proteina que es sustancialmente
idéntica (por ej. al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%) al NCBI N° de Acceso P19320;
NP_001186763.1; NP_542413.1; NP_001069.1; EAW72949.1; AAA61269.1; AAA51917.1; AAA61270.1;
AAM96190.1; AAH85003.1; AAH68490.2; o AAH17276.3, o un acido nucleico (por ej. un ARNm) que es
sustancialmente idéntico (por ej. al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%) al NCBI N° de
Acceso NM_001199834.1; NM_001078.3; NM_080682.2; M60335.1; M30257.1; BC085003.1; BC068490.1;
BC017276.2; AK223266.1; 0 X53051.1. Los métodos para medir la proteina y el ARNm VCAM-1se describen en este
documento y son bien conocidos en la técnica.

Por el término "E-selectina" se entiende una proteina que es sustancialmente idéntica (por ej. al menos un 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 0 100%) al NCBI N° de Acceso NP_000441.2 o AAQ67702.1, o un &cido nucleico
(por ej. un ARNm) que es sustancialmente idéntico (por €j. al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
0 100%) al NCBI N° de Acceso NM_001145667.1 o NM_000450.2. Los métodos para medir el ARNm y la proteina de
E-selectina se describen en este documento y son bien conocidos en la técnica.

Por el término "molécula de adhesion intercelular” o "ICAM-1" se entiende una proteina que es sustancialmente
idéntica (por ej. al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%) al NCBI N° de Acceso
CAA41977.1,NP_000192.2, P05362.2, 0 CAA30051.1, o un acido nucleico (por €j. un ARNm) que es sustancialmente
idéntico (por ej. al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%) al NCBI N° de Acceso NG
012083.1, NM 000201.2, J03132.1, 0 BC015969.2. Los métodos para medir la

Proteina ICAM-1 y el ARNm se describen en el presente documento y son bien conocidos en la técnica.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en las figuras acompafiantes y en la descripcion
siguiente. Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran mas evidentes a partir de la descripcion y las
figuras, asi como de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las Figuras 1A-1F son datos que muestran que MiR-181b suprime la expresion génica proinflamatoria inducida por
TNF-a en células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC). La Figura 1A es un grafico de barras que muestra
la expresion de miR-181b en respuesta al tratamiento de TNF-a (10 ng/ml) en HUVEC. El nivel de miR-181b fue
detectado por gPCR en tiempo real. Los valores representan la media + SD. *P < 0,01.

La Figura 1B es un grafico de barras que muestra que miR-181b es el miembro dominante de la familia de miR-181
expresada en HUVEC. Los niveles de miR-181a, miR-181b, y miR-181c fueron detectados por gPCR en tiempo real.
Los valores representan la media + SD. En las Figuras 1A y 1B, los resultados representan uno de los dos
experimentos realizados independientemente con resultados similares.

La Figura 1C muestra los resultados del analisis western blot de los niveles de proteina de VCAM-1, E-selectina e
ICAM-1 en HUVEC transfectados con un control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (181b-m),
control negativo inhibidor de miARN (NS-i) o un inhibidor de miR-181b (181b-i), respectivamente, tras un tratamiento
con 10 ng/ml de TNF-a durante 8 horas (h). Se realizé una densiometria y el niUmero de cambios de la expresion de
proteina tras la normalizacién con respecto a la expresion de B-actina aparece debajo de cada banda correspondiente.
Se consideré que el valor para el grupo NS-m o NS-i era 1. Se muestran imagenes representativas de al menos tres
experimentos.

La Figura 1D es un conjunto de seis graficos de barras que muestran los resultados del andlisis por gPCR en tiempo
real de los niveles de ARNm de VCAM-1 (fila superior), E-selectina (fila central) e ICAM-1 (fila inferior) en HUVEC
transfectados con un control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (181b-m), control negativo inhibidor
de miARN (NS-i) o un inhibidor de miR-181b (181b-i), respectivamente, tras un tratamiento con 10 ng/ml de TNF-a
durante los tiempos indicados. Los resultados representan uno de los tres experimentos realizados
independientemente con resultados similares. Los valores representan la media + SD. #P < 0,05 y *P < 0,01.

La Figura 1E es un conjunto de seis graficos de barras que muestran los resultados del andlisis ELISA de los niveles
de proteina elaborados de VCAM-1 (fila superior), E-selectina (fila central) e ICAM-1 (fila inferior) en un medio de
cultivo celular 16 horas después de un tratamiento con TNF-a (10 ng/ml). Las HUVEC se sometieron a transfeccion
como se indica en la Figura 1 A. #P < 0,05 y *P < 0,01. Los valores representan la media + SD, n = 3.

La Figura 1F es un conjunto de seis fotografias y dos graficos de barras que muestran que miR-181b regula la adhesién
de las células THP-1 a HUVEC activadas TNF-a. Se muestran fotografias de células THP-1 que se adhieren a HUVEC
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sometidas a transfeccidn con control negativo de miARN (NS-m) (paneles superior e inferior a la izquierda) o miméticos
de miR-181b (181b-m) (paneles superior e inferior centrales a la izquierda), control negativo inhibidor de mi ARN (NS-
i) (paneles superior e inferior centrales a la derecha), o inhibidor de miR-181b (181b-i) (paneles superior e inferior a la
derecha), respectivamente, con (paneles inferiores) o sin (paneles superiores) tratamiento con 10 ng/ml de TNF-a
durante 4 h. Los resultados representan la media + SD de tres experimentos independientes. *P < 0,01, control
negativo de miRNA frente a miR-181b (grafico de barras de la izquierda), o control negativo inhibidor de miRNA frente
al inhibidor de miR-181b (gréafico de barras de la derecha). Barras: 100 um.

Las Figuras 2A-2E presentan dos transferencias western blot y cinco graficos de barras que muestran que miR-181b
inhibe la induccién proinflamatoria de la expresion de VCAM-1. La Figura 2A es una transferencia western blot de los
niveles de proteina de VCAM-1 en HUVEC sometidos a transfeccién con control negativo de miARN (NS-m) o
miméticos de miR-181b (181b-m), respectivamente, y tratados con dosis crecientes de LPS (serotipo 026:B6) durante
16 h. Se realiz6 una densiometria y el nimero de cambios de la expresiéon de proteina tras la normalizacion frente a
la expresion de B-actin se presenta en un grafico de barras en la Figura 2B. Los datos representan la media + SD de
dos experimentos independientes. *P < 0,05.

La Figura 2C contiene tres graficos de barras que muestran datos de un experimento en el que las HUVEC se
sometieron a transfeccion como en la Figura 2A y se trataron con LPS durante 6 horas. Se realizé un analisis qPCR
en tiempo real de los niveles de ARNm de VCAM-1 (izquierda), E-selectina (centro), e ICAM-1 (derecha). Los valores
representan la media + SD, n= 3. *P < 0,05.

La Figura 2D es un grafico de barras que muestra que miR-181b no afecta a la actividad de 3'-UTR del gen de VCAM-
1. Se muestra la actividad relativa de la luciferasa de los lisados de HUVEC sometidos a transfeccién con una
estructura de 3'-UTR de VCAM-1 de luciferasa en presencia de control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de
miR-181b (181b-m) a 10 nM o 50 nM, respectivamente. Los valores representan la media + SD, n = 3.

La Figura 2E es una transferencia western blot de VCAM-1 en HUVEC sometidas a transfeccion con control negativo
de miARN (NS-m), miméticos de miR-181b (181b-m) o miméticos de miR-181a (181a-m) a concentraciones de 0,2, 2,
10 0 20 nM y tratadas con 10 ng/ml de TNF-a durante 8 h.

Las Figuras 3A-E presentan una transferencia western blot, cuatro graficos de barras y nueve microfotografias que
muestran que miR-181b reprime la expresién génica proinflamatoria inducida por TNF-a in vivo. La Figura 3A es una
transferencia western blot de un experimento en el que a los ratones se les inyectd por via intravenosa un vehiculo,
control negativo de miARN (NS-m), o miméticos de miR-181b (181b-m). Veinticuatro horas mas tarde se trato a los
ratones con o sin TNF-a durante 4 horas y se cultivaron los pulmones para analisis western blot de los niveles de
proteina de VCAM-1. Se realiz6 una densiometria y se cuantificé el nimero de cambios de la expresion de proteina
tras la normalizacion frente a la expresion de B-actina. Se considerd que el valor para el grupo del vehiculo era 1. *P
< 0,05.

La Figura 3B es un grafico de barras que muestra datos de experimentos realizados como se describe en la Figura
3A, en los que se realizé un andlisis por gPCR en tiempo real de los niveles de ARNm de VCAM-1 en los tejidos
indicados. *P < 0,05.

La Figura 3C es un conjunto de nueve microfotografias que muestran la tincion de VCAM-1 de secciones del pulmon
y la aorta. Los ratones tratados con el vehiculo en ausencia de TNF-a se muestran en los paneles superiores; los
ratones tratados con el control negativo de miARN (NS-m) y TNF-a se muestran en los paneles del medio; y los ratones
tratados con miméticos de miR-181b (181b-m) se muestran en los paneles inferiores. Los paneles centrales
representan una ampliacién del campo mostrado en los paneles de la izquierda. Los ratones fueron tratados como en
la Figura 3A. Barras: 25 um.

La Figura 3D es un grafico de barras que muestra la cuantificacién de la tincion de VCAM-1 en el endotelio pulmonar.
*P < 0,05.

La Figura 3E es un gréafico de barras que muestra la cuantificacion de la tincion de VCAM-1 en el endotelio de la aorta.
*P < 0,05. En las Figuras 3A-E, el grupo del vehiculo eran tres ratones; el grupo de NS-m eran cinco ratones; y el
grupo de 181b-m eran cinco ratones. Los valores representan la media + SEM.

Las Figuras 4A-C incluyen tres graficos de barras que muestran que miR-181b reprime la expresion génica
proinflamatoria inducida por TNF-a in vivo. Se muestran los datos del analisis por qPCR en tiempo real de los niveles
de ARNm de E-selectina (gréafico de barras de la Figura 4A) o ICAM-1 (grafico de barras de la Figura 4B) en tejidos
extirpados de los ratones a los que se les habia inyectado el vehiculo (n = 3 ratones), control negativo de miARN (NS-
m) (n =5 ratones) 0 miR-181b (181b-m) (n = 5 ratones) con o sin un tratamiento con TNF-a durante 4 h. *P < 0,05. El
eje Y de la derecha representa los valores de la expresion de E-selectina en el higado. Los datos representan la media
+ SD.

La Figura 4C es un gréafico de barras que muestra datos del analisis por qPCR en tiempo real de miR-181b en intima,
media o adventicia de la aorta de ratones (n = 2) a los que se les habia inyectado un control negativo de miR o miR-
181b. *P < 0,01. Los datos representan la media + SD.

Las Figuras 5A-C incluyen cinco graficos de barras y dos transferencias western blot que muestran que miR-181b
inhibe la activacion de la trayectoria de sefial de NF-PB. La Figura 5A incluye cuatro graficos de barras de los datos
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de actividad de luciferasa de indicadores que contienen el concatémero de NF-PB o el promotor de VCAM-1 en HUVEC
sometidas a transfeccidn con controles negativos de miARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (graficos superior e
inferior de la izquierda), control negativo inhibidor de miARN (NS-i) o inhibidor de miR-181b (181b-i) (graficos superior
e inferior de la derecha) y 12 horas después del tratamiento con 10 ng/ml de TNF-a. #P < 0,05; *P < 0,01. Los valores
representan la media £ SD, n = 3.

La Figura 5B es un grafico de barras que muestra la tincién nuclear de p65 de HUVEC sometidas a transfeccién con
control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (181b-m).

La Figura 5C incluye dos transferencias western blot que muestran que las proteinas indicadas se detectaron en
fracciones citoplasmicas (blot de la derecha) o nucleares (blot de la izquierda) preparadas con HUVEC sometidas a
transfeccion con control negativo de miARN o miméticos de miR-181b, y tratadas con 10 ng/ml de TNF-a durante 1 h.
Los experimentos se realizaron dos veces. Se realiz6 una densiometria y el nUmero de cambios de la expresion de
proteina de p65 y p50 tras la normalizacién aparece debajo de cada banda correspondiente.

La Figura 6 es una transferencia western blot de fosfo-ERK, ERK total, fosfo-p38, p38 total, fosfo-JNK y JNK total en
HUVEC sometidas a transfeccién con 10 nM de control negativo de miARN o 10 nM de miméticos de miR-181b, y
tratadas con 10 ng/ml de TNF-a durante los tiempos indicados.

Las Figuras 7A-F muestran una transferencia western blot y un conjunto de seis graficos de barras que muestran que
miR-181b reduce la expresién de importina-a3. La Figura 7A es una transferencia western blot de los niveles de
proteina de importina-a1, importina- a3, e importina- a5 en células sometidas a transfeccién con control negativo de
mMiARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (181b-m), respectivamente, en ausencia o presencia de 10 ng/ml de TNF-a.
Se muestran imagenes representativas de al menos cuatro experimentos.

La Figura 7B es un gréafico de barras que muestra los datos de la actividad de luciferasa normalizada de un indicador
que contiene la regién 3'-UTR de ARNm de importina-a3 cuando se somete a transfeccién conjunta con cantidades
crecientes de un vector vacio de pcDNA3.1 o pcDNA3.1 -miR- 181b. Los valores representan la media + SD, n = 3.
Los resultados mostrados son de uno de dos experimentos independientes con resultados similares. *P < 0,01.

La Figura 7C es un grafico de barras que muestra los datos de la actividad de luciferasa normalizada de un indicador
que contiene la region 3'-UTR de importina- al, importina-a3, importina-a4, o importina- a5, respectivamente, cuando
se somete a transfeccion conjunta con un vector vacio de pcDNA3.1 o pcDNA3.1 -miR- 181b. *P < 0,01.

La Figura 7 es un grafico de barras que muestra los datos de la actividad de luciferasa normalizada de un

indicador que contiene la region 3'-UTR de longitud completa de importina-a3, los sitios de unidon de miR-181b previstos
por el algoritmo individual de rna22 de 3TJTR de importina-a3, o los sitios de union de 181b mutados. El indicador fue
sometido a transfeccidn conjunta con el vector vacio de pcDNA3.1 o0 pcDNA3.1- miR-18 Ib. *P < 0,05. En las Figuras
7C y 7D, los valores representan la media = SD de tres experimentos independientes.

La Figura 7E contiene dos graficos de barras que muestran los datos de un analisis de miRNP-IP para importina-a3 o
ARNmM de Smadl en HUVECs sometidas a transfeccién con control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de miR-
181b (181b-m). Los valores representan la media = SD de dos experimentos independientes. *P < 0,01.

La Figura 7F es un gréafico de barras de los datos de actividad de la luciferasa de los indicadores que contienen el
concatémero de NF-PB en células sometidas a transfeccién con control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de
miR-181b (181b-m) en ausencia o presencia de un gen de importina-a3 que carece de su region 3’- UTR. Los valores
representan la media + SD, n = 3. *P < 0,05.

Las Figuras 8A-B son un diagrama que muestra ocho sitios de union previstos de miR-181b y un grafico de barras que
muestra que miR-181b se dirige a la region 3'-UTR de importina-a3. La Figura 8A es una diagrama de los ocho sitios
de union de miR-181b en la regidén 3'-UTR de importina-a3 previstos por ma22. Las posiciones de los sitios de union
se indican como numeros entre paréntesis. Las lineas indican emparejamientos perfectos, mientras que dos puntos
indican pares G:U. Los nucle6tidos marcados con puntos han sido mutados. Se muestran las secuencias de miR-181b
(ID SEC. Ne°: 1), 3'UTR sitio 1 (ID SEC. N°: 120), 3'UTR sitio 2 (ID SEC. N°: 121), 3'UTR sitio 3 (ID SEC. N°: 122),
3'UTR sitio 4 (ID SEC. N°: 123), 3'UTR sitio 5 (ID SEC. N°: 124), 3'UTR sitio 6 (ID SEC. N°: 125), 3'UTR sitio 6 (ID
SEC. N°: 126), 3'UTR sitio 7 (ID SEC. N°: 127), 3'UTR sitio 8 (ID SEC. N°: 128), 3'UTR sitio 1 mutado (ID SEC. N°:
129), y 3'UTR sitio 2 mutado (ID SEC. N°: 130).

La Figura 8B es un grafico de barras de datos de gPCR en tiempo real de los niveles de ARNm de importina-a3 en
HUVEC sometidas a transfeccién con control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (181b-m).

Las Figuras 9A-D contienen dos gréaficos de barras, una transferencia de western blot y una tabla que muestra los
datos de caracterizacién de la expresion génica de HUVEC sometidas a transfeccion con miR-181b y el analisis
bioinformatico de estos datos. La Figura 9A es un grafico de barras que muestra la expresion génica relativa de genes
regulados por el TNF-a en HUVEC sometidas a transfeccion con un control negativo de miARN (NS-m) o miméticos
de miR-181b (181b-m), identificados por un ensayo de microarray de chip génico. La expresién se presenta como el
namero de cambios con respecto a las HUVEC sometidas a transfeccién con control negativo de miARN. Los datos
mostrados representan la media + SD, n = 4. *P < 0,05.
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La Figura 9B es un grafico de barras que muestra el andlisis de qPCR en tiempo real de los genes enumerados en la
Figura 9A. Todos los genes examinados se redujeron de forma significativa por sobreexpresién de miR-181b (P< 0,05).

La Figura 9C es una transferencia western blot de CX3CL-1, PAI-1, COX-2, y VCAM-1 de HUVEC sometidas a
transfeccion con control negativo de miARN (NS-m) o miméticos de miR-181b (181b-m). Los experimentos se
realizaron dos veces.

La Figura 9D es una tabla que muestra los resultados del analisis de enriquecimiento del conjunto de genes.

Las Figuras 10A-F son un conjunto de 15 microfotografias y cinco graficos de barras que muestran que miR-181b
reduce la activacién de las células endoteliales y la acumulacién de leucocitos en la inflamacion del pulmén inducida
por LPS. La Figura 10A es un conjunto de 15 microfotografias de un experimento en el que a los ratones se les inyecté
por via intravenosa un vehiculo (paneles superiores), control negativo de miARN (NS-m) (paneles centrales) o
miméticos de miR-181b (181b-m) (paneles inferiores). Veinticuatro horas mas tarde, los ratones fueron tratados con o
sin LPS i.p. (40 mg/kg, serotipo 026:B6) durante 4 h, y se extirparon los pulmones para la histologia; a continuacion,
se tifieron para detectar H & E (paneles de la izquierda), Gr-1 (paneles centrales), CD45 (paneles centrales de la
izquierda), o VCAM-1 (paneles centrales de la derecha y primeros a la derecha). Barras: 50 pm.

La Figura 10B es un grafico de barras de lesion pulmonar (puntuaciéon de lesion pulmonar), 4 horas después de la
inyeccion de LPS i.p. en ratones a los que se les habia administrado un vehiculo, control negativo (NS-m) o miméticos
de miR-181b (181b-m), tal y como se describe en la Figura 10A. *P < 0,05.

La Figura 10C es un gréfico de barras de los datos de cuantificaciéon de células positivas CD45. *P < 0,05.La Figura
10D es un grafico de barras de los datos de cuantificacion de células positivas Gr-1. *P < 0,05.

La Figura 10E es un gréafico de barras de los datos de cuantificacion de la expresion de VCAM-1. *P < 0,05. En las
Figuras 10A-10D se incluyeron cuatro ratones en cada grupo y los valores representan la media + SD.

La Figura 10F es un grafico de barras de datos de un experimento en el que los ratones fueron tratados como en la
Figura 10A. A continuacién se extirparon los pulmones y se valord la actividad de la mieloperoxidasa (MPO), y se fijo
el valor del grupo del vehiculo en 1. Los valores representan la media + SD, con seis ratones por grupo.

Las Figuras 11A-D son un conjunto de tres microfotografias y tres graficos de barras que muestran que miR-181b
reduce la adhesion leucocitaria al endotelio vascular en la inflamacién pulmonar inducida por LPS.

Las Figuras 11A-11B son dos graficos de barras de datos de gPCR en tiempo real de un experimento en el que los
ratones fueron tratados con TNF-a (2u,g/ratén) i.p., LPS i.p. (40 mg/kg, serotipo 026:B6), o suero salino durante 4 h.
Las intimas adrticas (endotelio) se aislaron para la extraccion del ARN total, se sometieron a transcripcion inversa, y
al andlisis de gPCR en tiempo real. Los datos para la expresion de ARNm de miR-181b se muestran en la Figura 11B
y los datos para la expresion de ARNm de VCAM-1 se muestran en la Figura 11B. Habia entre 3 y 4 ratones por grupo.
Los valores representan la media + SEM. *P < 0,05.

La Figura 11C es un conjunto de tres microfotografias de un experimento en el que a los ratones se les inyectd por via
intravenosa un vehiculo (arriba), control negativo de miARN (NS-m) (centro) o miméticos de miR-181b (181b-m)
(abajo). Veinticuatro horas mas tarde, los ratones fueron tratados con o sin LPS i.p. (40 mg/kg, serotipo 026:B6)
durante 4 h, y se extirparon los pulmones y se tifieron para detectar Gr-1. Barras: 20 pm.

La Figura 11D es un gréfico de barras de datos de cuantificacion del nimero células positivas Gr-1 por la longitud del
vaso en mm. Se incluyeron cuatro ratones en cada grupo y los valores representan la media + SD. *P < 0,05.

DESCRIPCION DETALLADA

En el presente documento se detallan acidos nucleicos para el uso en métodos de tratamiento o el retraso de la
aparicion de la aterosclerosis inducida o0 mediada por la sefial de NF-PB, incluyendo la administracién al sujeto de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un acido nucleico que comprende la secuencia del miR-181b maduro (ID SEC.
N°: 1). También se detallan los métodos para reducir la sefial de NF-PB en una célula (por €j. en un sujeto, in vitro, o
ex vivo), incluyendo la administracién a la célula endotelial de un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte
de la secuencia del miR-181b maduro (ID SEC. N°:1) que no forma parte de la invencion.

NF-PB

La induccion de VCAM-1, E-selectina, e ICAM-1 en células endoteliales (EC) esta mediada principalmente por la
activacion de la ruta NF-PB. La activacion de los factores de transcripcién de NF-PB han estado implicados en muchos
procesos fisioldgicos y patologicos (Baker et al., Cell Metab. 13:11 -22, 2011; Ghosh y Hayden, Nature Rev. Immunol.
8:837-848, 2008; Perkins, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. 8:49-62, 2007). Por ejemplo, NF-PB esta implicado en el fallo
cardiaco, isquemia/reperfusion, hipertrofia cardiaca, aterosclerosis, esclerosis multiple, distrofia muscular, reabsorcion
Osea, enfermedad de Alzheimer, incontinencia pigmentaria, displasia ectodérmica, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica, enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedades neuropatolédgicas, heliobacterias, gastritis asociada
a helicobacter pylori, enfermedades renales, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, apnea del suefio, infecciones
virales (por ej. VIH), enfermedades de la piel, enfermedades intestinales, sepsis, lupus, envejecimiento, diabetes (tipo
I'y Il), dolor de cabeza, asma, artritis y cancer (Kumar et al., J. Mol. Med. 82:434-448, 2004). Las terapias disponibles
actualmente para el tratamiento de estas enfermedades a menudo tienen efectos secundarios negativos. Por tanto,
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son deseables nuevas terapias para tratar estas enfermedades (por ej. inhibiendo la sefial de NF-PB o la activacion
de la célula endotelial mediada por NF-PB).

La actividad de transcripcion de NF-PB puede ser inducida por diversos estimulos, incluyendo las citoguinas
proinflamatorias TNF-a e IL-B, factores de crecimiento, mitdgenos, productos virales o bacterianos (por ej. LPS),
participacion de receptores de células T y estimulacion de los receptores de CD40 y linfotoxina- (Perkins, Nat. Rev.
Mol. Cell Biol. 8:49-62, 2007). En las rutas de sefiales convencionales de NF-PB, la activacion mediada por estimulos
del inhibidor del complejo kappa B (IPB) quinasa (IKK) provoca que IKK fosforile rapidamente a IPBa en dos serinas
N-terminales, que a su vez provoca su degradacién inducida por ubiquitina por el proteasoma 26S (Karin y Ben-Neriah,
Ann. Rev. Immunol. 18:621-663, 2000). Este evento provoca entonces la liberacion de heterodimeros de NF-PB, que
después se trasladan al nacleo via proteinas de importina y dan lugar a un amplio rango de expresién génica al unirse
a diversos elementos promotores de PB.

En el endotelio vascular, la activacion de NF-PB da lugar a la expresion de genes proinflamatorios, incluyendo aquellos
gue codifican citoquinas, moléculas de adhesién y proteinas quimioatrayentes que juntas desempefan funciones
criticas en todos los aspectos de las respuestas inflamatorias e inmunitarias (Blackwell y Christman, Am. J. Respir.
Cell Mol. Biol. 17:3-9, 1997; Hajra et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97:9052-9057, 2000; Kempe et al., Nucleic Acids
Res. 33:5308-5319, 2005; Molestina et al., Infect. Immun. 68:4282-4288, 2000; Zhou et al., Cell Signal. 19:1238-1248,
2007). Por tanto, el enfoque en la activacion de las células endoteliales mediada por NF-PB parece prometedor para
el desarrollo de nuevas terapias antiinflamatorias.

Enfermedades inflamatorias vasculares

Las células endoteliales realizan multiples funciones que son criticas para la homeostasis vascular, incluyendo el
control del trafico de leucocitos, la regulacion de la permeabilidad de las paredes de los vasos y el mantenimiento de
la fluidez de la sangre. La captacion de leucocitos y la extravasacion a la pared del vaso sanguineo son eventos
esenciales para la respuesta inflamatoria normal y estados patologicos relacionados. Se trata de un proceso de
multiples pasos en el que las células endoteliales primero expresan moléculas de adhesion especificas, como E-
selectinay VCAM-1 (Berlin et al., Cell 80:413-422, 1995; Bevilacqua et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:9238-9242,
1989; Kansas, Blood 88:3259-3287, 1996; Ley et al., Nat. Rev. Immunol. 7:678-689, 2007), que facilitan la unién
temprana al endotelio vascular. Las células endoteliales también producen una variedad de quimioquinas C-C y C-X-
C, que actian para promover también la captaciéon de leucocitos. Una vez que se produce la transmigracion de
leucocitos, la invasion de tejidos adyacentes permite la propagacion de la respuesta inflamatoria inicial.

El descubrimiento de que miR-181b puede inhibir de forma potente las moléculas de adhesion, las quimioquinas y
otros mediadores sensibles a NF-PB indica que puede servir para obstaculizar las fases tempranas y tardias de la
inflamacién vascular. La inhibicion mediada por miR-181b se observa en varios mediadores proinflamatorios
fisiolégicos importantes, como TNF-a y LPS (ver figuras 1, 3, 9 y 10). Funcionalmente, miR-181b obstaculiz6 la
adhesion de leucocitos en una sola capa de una célula endotelial estimulada in vitro y la acumulacién de leucocitos en
los pulmones in vivo (Figuras 3 y 10). Se determin6é que el efecto de miR-181b es especifico para la ruta de la sefial
de NF-PB, dado que la mayoria de los genes inducibles por TNF-a examinados fueron inhibidos por miR-181b. Por
otra parte, la interrogacién de todo el conjunto de mas de 800 genes reducidos por miR-181b identificados por analisis
de microarray revel6 seis rutas de sefial bioldgicas asociadas con la activacion de NF-PB. miR-181b no tuvo ningln
efecto sobre la fosforilaciéon de los mediadores secuencia abajo de MAPK, ERK, p38 y JNK (Figura 6). Estas
conclusiones demuestran que miR-181b funciona como inhibidor negativo de los eventos de sefial de NF-PB en
respuesta a estimulos proinflamatorios en el endotelio vascular.

La presente invencién describe el acido nucleico para el uso en un método de tratamiento de la aterosclerosis. Aqui
se describen otros métodos para tratar otras enfermedades inflamatorias vasculares que no forman parte de la
invencion. Una enfermedad inflamatoria avascular es aquella que implica en una o mas (por ej. una, dos o tres) fases
(por €j. una fase temprana (antes de desarrollar uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular o antes
del diagndstico por parte de un profesional de la salud), una fase intermedia (por ej. después de haber desarrollado
uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular o después del diagnéstico por parte de un profesional
de la salud), o una fase tardia (por ej. después de la manifestacién de uno o mas sintomas de una enfermedad
inflamatoria vascular que exige el ingreso en un centro de atencidén sanitaria (por ej. un hospital 0 una unidad de
cuidados intensivos))) de la patobiologia de la enfermedad uno o0 mas de los elementos siguientes: activacién de las
células endoteliales, adhesion de leucocitos al endotelio, extravasacion leucocitaria del endotelio, y aumento (por €.
un aumento significativo de al menos un 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 70%,
80%, 90%, 0 95%) de la expresion (proteina 0 ARNm) en uno o mas VCAM-1, E-selectina, o ICAM-1 en el endotelio
en comparacion con un sujeto de control (por ej. un sujeto sano o asintomatico, un sujeto al que no se le ha
diagnosticado una enfermedad inflamatoria vascular, un sujeto que no presenta uno o mas sintomas de una
enfermedad inflamatoria vascular, el mismo sujeto antes de desarrollar uno o mas sintomas de una enfermedad
inflamatoria vascular, el mismo sujeto antes del diagnéstico de una enfermedad inflamatoria vascular, o el mismo
sujeto en una fase mas temprana de la enfermedad inflamatoria vascular). Algunos ejemplos de enfermedades
inflamatorias vasculares incluyen inflamacién de los pulmones (por €j. lesién pulmonar aguda, como lesién pulmonar
aguda inducida por sepsis), asma, aterosclerosis, artritis, accidente cerebrovascular, sindrome del intestino irritable,
enfermedad cardiovascular, infarto de miocardio, enfermedad de las arterias coronarias, fallo cardiaco, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn y enfermedad arterial periférica.
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Como se ha descrito anteriormente, el NF-PB esta implicado en el desarrollo de enfermedades inflamatorias
vasculares. Por ejemplo, la sefial de NF-PB media en la expresion regulada al alza de VCAM-1, E-selectina e ICAM-
1 en las células endoteliales, que median en la unién de los leucocitos y permiten la extravasacion de leucocitos al
punto de la lesion. La evidencia de esta conexion entre NF-PB y las enfermedades inflamatorias vasculares especificas
es conocida. Por ejemplo, el NF-PB activado ha sido identificado in situ en placas ateroscleréticas humanas, pero no
en vasos sin aterosclerosis (Collins et al., J. Clin. Invest. 107:255-264, 2001), NF-PB desempefia una funcién casi
exclusiva en la isquemia/reperfusion (Valen et al., J. Am. Coll. Cardiol. 38:307-314, 2001) y en la fase temprana del
infarto de miocardio (Shimizu et al., Cardiovasc. Res. 38:116-124, 1998), el NF-PB activado es una caracteristica
comun en la sinovia de la artritis reumatoide humana (Marok et al., Arthritis Rheum. 39:583-591, 1996; Gilston et al.,
Biochem. Soc. Trans. 25:518S, 1997; Miyazawa et al., Am. J. Pathol. 152:793-803, 1998) y en diversos modelos
animales de artritis reumatoide en ratas, artritis inducida por colageno en ratones y artritis inducida en la pared celular
de estreptococo en ratas (Makarov et al., Arthritis Res. 3:300-206, 2001), y una activacion superior de NF-PB se ha
documentado en muestras de biopsias de colon, asi como en células mononucleares de lamina propia de pacientes
con enfermedad de Crohn (Ellis et al., Inflamm. Res. 47:440- 445, 1998).

Un profesional de la salud (por ej. un médico, un enfermero, un auxiliar o un técnico de laboratorio) puede diagnosticar
que un sujeto padece una enfermedad inflamatoria vascular o puede controlar la gravedad, frecuencia o duracion de
uno o mas (por ej. dos, tres, cuatro, cinco o seis) sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular en un sujeto (por
ej. en un sujeto que recibe una o mas dosis de un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia
de ID SEC. N° 1). Este diagnéstico se puede realizar utilizando métodos conocidos en la técnica (por ej. por la
evaluacion de uno o mas sintomas fisicos de una enfermedad inflamatoria vascular conocida en la técnica o pruebas
de diagnéstico, como las que se describen en Maksimowic-McKinnon et al., Curr. Opin. Rheumatol. 16:18-24, 2004).
Otros analisis de laboratorio para el diagnostico de enfermedades inflamatorias vasculares especificas son conocidos
en la técnica (por ej. proteina C-reactiva y citoquinas proinflamatorias, como TNF-a and IL-1). Un sujeto diagnosticado
de enfermedad inflamatoria vascular o que recibe tratamiento para una enfermedad inflamatoria vascular puede ser
ingresado en un centro de atencion sanitaria (por €j. un hospital, una unidad de cuidados intensivos o un centro de
residencia asistida).

Indicaciones adicionales

Como se ha descrito anteriormente, ademas de su papel en las enfermedades inflamatorias vasculares, el NF-PB esta
implicado en otros estados patoldgicos, que no forman parte de la invencién. Por ejemplo, la sefial de NF-PB esta
implicada en la obesidad, la resistencia a la insulina, la diabetes (tipo | y 1l), infecciones viricas (por €j. SIDA), cancer,
enfermedad de Alzheimer, distrofia muscular, reabsorcién O6sea, isquemial/reperfusion, hipertrofia cardiaca,
incontinencia pigmentaria, displasia ectodérmica, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, gastritis asociada a
helicobacter pylori, enfermedades renales, apnea del suefio, enfermedades cutaneas, lupus, envejecimiento y dolor
de cabeza. Los mutantes transdominantes de IPBa que bloquean la induccién de NF-PB también inhiben la infeccion
por VIH-1 de novo en células T interfiriendo en la replicacion viral, o que indica que NF-PB fomenta la patogénesis del
VIH-1 en células infectadas (Quinto et al., J. Bio. Chem. 274:17567-17572, 1999; Kwon et al., J. Biol. Chem. 273:7431-
7440, 1998). La capacidad de NF-PB para contener la apoptosis e inducir la expresién de protooncogenes, como c-
myc y ciclina D1, que estimulan directamente la proliferacion, sugiere que NF-PB participa en muchos aspectos de la
oncogénesis (Pahl, Oncogene 18:6853-6866, 1999;Gutridge et al., Mol. Cell Biol. 19:5785-5799, 1999). NF-PB también
regula la expresién de diversas moléculas, como proteinas de adhesion celular, metaloproteinasas de matriz,
ciclooxigenasa 2, sintasa de 6xido nitrico inducible, quimioquinas y citoquinas inflamatorias, que promueven todas
ellas la invasion de células tumorales y la angiogénesis (Bharti et al., Biochem. Pharmacol. 64:883-888, 2002).
Ademas, las evidencias acumuladas implican a los radicales libres y la sefial de NF-PB en la destruccion del islote (3
células y progresién de la diabetes (Ho et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 222:205-213, 1999). Una via de sefial de NF-
PB elevada también se observé en las fibras del musculo esquelético de pacientes con polimiositis, dermatomiositis,
y distrofia muscular de Duchenne (Monici et al., Neurology 60:993-997, 2003). La inmunorreactividad de NF-PB
también se encontré en los tipos tempranos de placas neuriticas de la enfermedad de Alzheimer (Kaltschmidt et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96:9409-9414, 1999; O'Neill et al., Trends Neurosci. 20:252-258, 1997). La activacion
incrementada de NF-PB también se ha documentado en lesiones de esclerosis mdltiple activas (Bonetti et al.,Am. J.
Pathol. 155:1433-1438, 1999; Gveric et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol. 57:168-178, 1998). Por otra parte, la sefial de
NF-PB ha desempefiado un papel mecanicista en la reabsorciéon 6sea (Kumar et al., J. Mol. Med. 82:434-448, 2004).

Dado que la sefial de NF-PB esta implicada en el desarrollo o la progresion de estos estados patolégicos, el tratamiento
de estos estados patolégicos también se puede hacer, en parte, administrando un &cido nucleico que contiene la
totalidad o una parte de la secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N° 1), tal y como se describe para las
enfermedades inflamatorias vasculares mas abajo, que no forma parte de la divulgacion.

MiR-181b

Los miARN son un tipo de pequefios fragmentos de ARN monocatenario no codificante que tipicamente se unen a la
regién 3' no traducida (3'-UTR) de secuencias de ARNm diana, un efecto que provoca la reduccién de la expresion de
proteina de forma predominante mediante la desestabilizacion de ARNm diana y/o la inhibicion de la traduccién (Baek
et al., Nature 455:64-71, 2008; Bartel, Cell 136:215-233, 2009; Guo et al., Nature 466:835-840, 2010; Valencia-
Sanchez et al., Genes Dev. 20:515-524, 2006). A pesar de que hay mas de 1000 secuencias de miARN humano
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maduro inscritas en el registro de miARN, solo un pequefio grupo se ha caracterizado como reguladores funcionales
de la respuesta leucocitaria o inflamatoria de las células endoteliales.

miR-181b pertenece a la familia de miR-181 que se compone de cuatro miembros: miR-181a, miR-181b, miR-181c, y
miR-181d. Las funciones biolégicas de esta familia de miARN se identificaron por primera vez cuando se reconocio
que miR-181a contribuia al compromiso del linaje hematopoyético y a la diferenciacion (Chen et al., Science 303:83-
86, 2004, Li et al., Cell 129:147-161, 2007). Estudios posteriores revelaron que el aumento de la actividad de miR-
181aen las células endoteliales linfaticas embrionarias primarias se tradujo en unos niveles sustancialmente reducidos
de ARNm de Proxl y proteina y, por consiguiente, en un desarrollo vascular regulado y la neolinfangiogénesis
(Kazenwadel et al., Blood 116:2395-2401, 2010). MiR- 181b se definié como un regulador del repertorio de anticuerpos
primarios de células B basados en su capacidad para limitar la actividad de la deaminasa de citidina inducida por
activacion (de Yebenes et al., J. Exp. Med. 205:2199-2206, 2008). Los miembros de la familia miR-181 pueden tener
funciones no redundantes, tal y como sugieren los datos descritos aqui y un estudio en el que miR-181a, pero no miR-
181c, promovid el desarrollo de células T positivas tanto en CD4 como en CD7 cuando se expresaron ectopicamente
en células progenitoras timicas (Liu et al., PloS One 3:€3592, 2008).

Se descubrié que miR-181b es el miembro dominante de la familia miR-181 expresado en las células endoteliales y
se demostro que es capaz de contener de forma mas potente la activacion de las células endoteliales que el siguiente
miembro de la familia con unos niveles de expresion mas elevados (miR-181a) (Figura 2E). También se descubrié que
miR-181b se dirige a la regién 3'-UTR de la importina-a3: una proteina que media en la translocaciéon de NF-PB del
citoplasma hacia el nucleo.

Las importinas son una familia de proteinas implicadas en la translocacion nuclear. Utilizando una combinacion de
enfoques experimentales, incluyendo bioinformaticos, ensayos del indicador de 3'-UTR, y miRPN-IP, se demostré que
miR-181b se dirige directamente a la importina-a3 expresada en EC en respuesta al TNF-a. Por otra parte, la
sobreexpresion de importina-a3 (que carece de su region 3'-UTR) rescatd eficazmente la inhibicion mediada por miR-
181b de la actividad inducida por NF-PB (Figura 7F).

El miR-181b humano maduro tiene la secuencia de: aacauucauugcugucggugggu (ID SEC. N°: 1). El miR-181b maduro
es generado por el procesamiento de una molécula de miARN precursora, por €j. una secuencia de horquilla
precursora de miR-181b (hsa-mir-181b-1) codificada en el cromosoma 1 (Lim et al., Science 299:1540, 2003)
(CCUGUGCAGAGAUU AUUUUUUAAAAGGUCACAAUCAACAUUCAUUGCUGU
CGGUGGGUUGAACUGUGUGGACAAGCUCACUGAACAAUGAAUGCAACUGU GGCCCCGCUU; ID SEC. N°: 2) o
una secuencia de horquilla precursora de miR-181b (hsa-mir-181b-2) codificada en el cromosoma humano 9 (Weber,
FEBSJ. 272:59-73, 2005) (CUGAUGGCUGCACUCAACAUU C AUU GCU GU CGGU GGGUUU G AGU CU GAAU C
AACU C ACU G AU C AAU GAAU G CAAACUGCGGACCAAACA; ID SEC. N°: 3). En algunas realizaciones de los
métodos descritos en el presente documento, un acido nucleico que contiene la ID SEC. N°: 2 o ID SEC. N° 3 se
administra a un sujeto.

El acido nucleico descrito en el presente documento para el uso en un método de tratamiento de la aterosclerosis en
un sujeto, donde el método incluye la administracién a un sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de dicho
acido nucleico, y donde el acido nucleico comprende la secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1). A continuacion
se describen diversos ejemplos de estos acidos nucleicos. Un acido nucleico que contiene la secuencia de miR-181b
maduro (ID SEC. N°: 1) puede incluir una o mas de las modificaciones que se describen en el presente documento,
sin limitacion.

Acidos nucleicos

En el presente documento se describe un acido nucleico para el uso en métodos para el tratamiento o el retraso de la
aparicion de aterosclerosis que incluyen la administracion de un acido nucleico que contiene la secuencia de miR-
181b maduro (ID SEC. N°: 1). El acido nucleico puede ser, por gj. un oligonucleétido antisentido que contiene la
secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1); en algunas realizaciones, tal y como se describe detalladamente mas
abajo, el acido nucleico incluye diferentes modificaciones, por ejemplo, en la red troncal del azicar, para que sea mas
permeable a las células y resistente a la nucleasa por una parte, y fisioldgicamente no toxico a bajas concentraciones
por otra. Los acidos nucleicos para el uso en la practica de los métodos descritos en el presente documento, que
contienen la secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1), pueden ser aquellos que se unen a la region 3 '-UTR de
la importina-a3 (por €j. se unen a una parte del sitio 1 o del sitio 2 de la regién 3'-UTR del ARNm de una importina-a3
como se muestra en la Figura 8A) y/o previenen la traduccion del ARNm de la importina-a3, como el ARN de
interferencia, incluyendo, entre otros, sShRNA o siRNA.

Acidos nucleicos inhibidores

Entre los acidos nucleicos Utiles en los presentes métodos y composiciones se incluyen microARN, oligonucle6tidos
antisentido, ribozimas, oligonucleétidos de secuencia de guia externa (EGS), compuestos de siARN, compuestos de
ARN de interferencia (ARNi) monocatenario o bicatenario como compuestos de siARN, bases modificadas/acidos
nucleicos bloqueados (LNA), acidos nucleicos peptidicos (PNA) y otros compuestos oligoméricos o miméticos de
oligonucleétidos que contienen la totalidad o una parte de la secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1) y/o se
hibridan al menos con una porcién de la region 3'-UTR de importina-3a (por €j. el sitio 1 o el sitio 2 de la region 3'-UTR
del ARNm de la importina-a3 mRNA como se muestra en la Figura 8A) y modulan su expresion. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos incluyen microARN, ARN antisentido, ADN antisentido, oligonucleétidos antisentido
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quiméricos, oligonucledtidos antisentido que comprenden enlaces modificados, ARN de interferencia (ARNi), ARN
corto de interferencia (siARN), micro ARN de interferencia (miARN), ARN corto temporal (stARN), o ARN de horquilla
corta (shARN), ARN corto que induce la activacion génica (ARNa), ARN corto de activacion (saARN) o combinaciones
de estos. Ver, por ej. WO 10/040112.

El acido nucleico de la invencion comprende la secuencia de ID SEC. N°: 1 como se define en las reivindicaciones.
En algunas realizaciones de la divulgacion, los acidos nucleicos tienen entre 10 y 120, 10y 110, 10y 100, 10 y 90, 10
y 80,10y 70,10y 60, 10 y 50, 13 y 50, 13 y 30, 0 15 y 25 nucleétidos de longitud. Un experto en la técnica apreciara
que esto abarca, como parte de la divulgacion, oligonucleétidos que tienen porciones antisentido de 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, 49, o 50 nucleétidos de longitud o cualquier rango intermedio. En algunas realizaciones de la
divulgacion, los oligonucleétidos tienen 15 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones de la divulgacion, los
compuestos de oligonuclettidos o antisentido tienen 12 o entre 13 y 30 nucledtidos de longitud. Un experto en la
técnica apreciara que esto abarca, como parte de la divulgacion, acidos nucleicos que tienen porciones antisentido de
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos de longitud o cualquier rango
intermedio. El acido nucleico contiene 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, o 23 nucleétidos
continuos de la ID SEC. N°: 1. En otras realizaciones de la divulgacion, el acido nucleico contiene la totalidad o una
parte (por €j. al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 80, 90, 0 100 nucleétidos de la ID SEC. N°: 2 0 ID SEC. N°: 3).

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos pueden estar disefiados para dirigirse a la region 3'-UTR de la importina-
a3 como se describe en los ejemplos (por ej. sitio diana 1 y/o sitio 2 de la 3-UTR del ARNm de una importina-a3
mRNA como se muestra en la Figura 8A). Alternativa o adicionalmente, las regiones altamente conservadas dentro
del ARNm de la importina-a3 se pueden establecer como diana, por ejemplo regiones identificadas alineando
secuencias de diferentes especies como un primate (por ej. un humano) y un roedor (por €j. un ratén) y buscando
regiones con elevados grados de identidad. El porcentaje de identidad se puede determinar rutinariamente utilizando
herramientas de busqueda de alineamiento local basicas (programas BLAST) (Altschul et al., J. Mol. Biol., 215:403-
410, 1990; Zhang y Madden, Genome Res., 7:649-656, 1997), por ejemplo utilizando los parametros por defecto.

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos son oligonucleétidos quiméricos que contienen dos 0 mas regiones
gquimicamente distintas, compuestas cada una de ellas al menos por un nucleétido. Estos oligonucle6tidos contienen
tipicamente al menos una regién de nucledtidos modificada que confiere una o méas propiedades beneficiosas (como,
por ej. mayor resistencia a la nucleasa, mayor absorcién en las células, mayor afinidad de unién con la diana) y una
region que es un sustrato para enzimas capaces de clivar hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN. Los acidos nucleicos
guiméricos utilizados en los métodos pueden estar formados como estructuras compuestas de dos o mas
oligonucleétidos, oligonucleétidos modificados, oligonucledsidos y/o mimétidos de oligonucleétidos como los descritos
en el presente. Estos compuestos también se han denominado en la técnica hibridos o gapmeros. Entre las patentes
USA representativas que explican la preparacion de estas estructuras hibridas se incluyen las Patentes USA N°
5013 830; 5149 797; 5220 007; 5256 775; 5366 878; 5403 711; 5491 133; 5565 350; 5 623 065; 5 652 355;
5652 356;y 5 700 922.

En algunas realizaciones, cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente documento contiene al menos
un nucleétido modificado en la posicion 2' del aztcar, mas preferiblemente un nucleétido modificado en 2'-0-alquilo 2'-
0-alquilo-O-alquilo, o 2'-fluoro. En otras realizaciones preferibles, las modificaciones del ARN incluyen modificaciones
en 2'-fluoro, 2'-amino, y 2' O-metilo en la ribosa de pirimidinas, un residuo basico, o una base invertida en el extremo
3' del ARN. Estas modificaciones se incorporan rutinariamente a los oligonucleétidos y se ha demostrado que estos
oligonucleétidos tienen una Tm superior (es decir, una afinidad de unién superior con la diana) que los 2'-
desoxioligonucledtidos frente a una diana dada.

Se ha demostrado que una serie de modificaciones del nucleoétido y el nucledsido permiten que el oligonucleétido en
el que se incorporan sea mas resistente a la digestion de nucleasa que el oligodesoxinucleétido nativo; estos
oligonucledtidos modificados sobreviven intactos durante mas tiempo que los oligonucleétidos no modificados. Entre
los ejemplos especificos de oligonucleétidos modificados se incluyen aquellos que comprenden redes troncales
modificadas, como por ejemplo fosforotioatos, fosfotriésteres, metilfosfonatos, alquilos de cadena corta, o enlaces
interazucar de cicloalquilo, o enlaces interazlcar heteroatomicos o heterociclicos de cadena corta. Mas preferibles son
los oligonucleétidos con redes troncales de fosforotioato y aquellos con una red troncal de heteroatomos,
particularmente CHz -NH-O-CHz, CH,~N(CH3s)~O~CH: (denominada red troncal de metilen(metilimino) o MMI), redes
troncales de CH>—O—N(CH3s)-CH2, CH2-N (CH3)-N (CH3)-CH2 y O-N(CHs)-CH2-CH2, donde la red troncal de
fosfodiéster nativa esta representada como O-P—O-CH); redes troncales de amida (ver De Mesmaeker et al. Ace.
Chem. Res. 28:366-374, 1995); estructuras de red troncal de morfolino (ver la Patente USA N° 5 034 506); y la red
troncal de acido nucleico peptidico (PNA) (donde la red troncal de fosfodiéster del oligonucleétido es sustituida por
una red troncal de poliamida, y donde los nucleétidos se unen directa o indirectamente a los atomos de nitrégeno aza
de la red troncal de poliamida, ver Nielsen et al., Science 254:1497, 1991). Los enlaces que contienen fosforo incluyen,
entre otros, fosforotioatos, fosforotioatos quirales, fosforoditioatos, fosfotriésteres, aminoalquilfosfotriésteres,
metilfosfonatos y otros alquilfosfonatos que comprenden 3'-alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales, fosfinatos,
fosforamidatos que comprenden 3'-aminofosforamidato y aminoalquilfosforamidatos, tionofosforamidatos,
tionoalquilfosfonatos, tionoalquilfosfotriésteresy boranofosfatos que tienen enlaces 3'-5' normales, analogos de estos
unidos en 2'-5', y aquellos que tienen una polaridad invertida, donde los pares de unidades de nucleésidos adyacentes
estan unidos 3'-5' a 5'-3' 0 2'-5' a 5'-2"; véanse las Patentes USA N° 3 687 808; 4 469 863; 4 476 301; 5 023 243;
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5177 196; 5188 897; 5264 423; 5276 019; 5278 302; 5286 717; 5321 131; 5399 676; 5405 939; 5 453 496;
5455 233; 5466 677; 5476 925; 5519 126; 5536 821; 5541 306; 5550 111; 5563 253; 5571 799; 5587 361; y
5 625 050.

Los compuestos oligoméricos basados en morfolino se describen en Braasch y Corey, Biochemistry 41(14):4503-4510,
2002; Genesis, volumen 30, numero 3, 2001; Heasman, J., Dev. Biol. 243:209-214, 2002; Nasevicius et al., Nat. Genet.
26:216-220, 2000; Lacerra et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 97, 9591-9596, 2000; y en la Patente USA N° 5 034 506.
Los miméticos de oligonucledtidos de acido nucleico de ciclohexenilo se describen en Wang et al., J. Am. Chem. Soc.
122:8595-8602, 2000.

Las redes troncales de oligonucleétidos modificados que no incluyen un atomo de fésforo tienen redes troncales que
estan formadas por enlaces internucledsidos de alquilo o cicloalquilo de cadena corta, enlaces internucledsidos mixtos
de heteroatomos y alquilo o cicloalquilo, o uno o mas enlaces internucledsidos heteroatémicos o heterociclicos de
cadena corta. Estos comprenden aquellos que tienen enlaces de morfolino (formados en parte por la porcion de azucar
de un nucleésido); redes troncales de siloxano; redes troncales de sulfido, sulféxido y sulfona; redes troncales de
formacetilo y tioformacetilo; redes troncales de metilenformacetilo y tioformacetilo; redes troncales que contienen
alqueno; redes troncales de sulfamato; redes troncales de metilenimino y metilenhidracino; redes troncales de
sulfonato y sulfonamida; redes troncales de amida; y otras que tienen partes componentes mixtas de N, O, Sy CHz;
ver las Patentes USA N° 5 034 506; 5 166 315; 5 185 444; 5 214 134; 5216 141; 5 235 033; 5 264 562; 5 264 564;
5405 938; 5434 257; 5466 677; 5470 967; 5489 677; 5541 307; 5561 225; 5596 086; 5 602 240; 5 610 289;
5 602 240; 5 608 046; 5 610 289; 5 618 704; 5 623 070; 5 663 312; 5 633 360; 5 677 437;y 5 677 439.

También se pueden incluir una o mas fracciones de azucar sustituidas, por ejemplo una de las siguientes en la posicion
2" OH, SH, SCHs, F, OCN, OCH3OCH3, OCH3O(CHz)n CH3,0(CH2)n NH2 u O(CH2)n CHs donde n es de 1 a
aproximadamente 10; alquilo inferior, alcoxialcoxi, alquilo inferior sustituido, alcarilo, o alcarilo C1 a C10; CI; Br; CN;
CF3 ; OCFs; O-, S, o N-alquilo; O-, S-, o N-alquenilo; SOCHs; SO2 CH3; ONO2; NOz2; N3; NH2; heterocicloalquilo;
heterocicloalcarilo; aminoalquilamino; polialquilamino; sililo sustituido; un grupo de clivaje de ARN; un grupo indicador;
un intercalador; un grupo para mejorar las propiedades farmacocinéticas de un oligonucle6tido; o un grupo para
mejorar las propiedades farmacodinamicas de un oligonucleétido, y otros sustituyentes con propiedades similares.
Una modificaciéon preferible incluye 2'-metoxietoxi [2'-O-CH2CH20CHs, también denominado 2'-0-(2-metoxietilo)]
(Martin et al, Helv. Chim. Acta 78:486, 1995). Otras modificaciones preferibles incluyen 2'-metoxi (2'-O-CHz), 2'-propoxi
(2'-OCH2 CH2CH3), y 2'-fluoro (2'-F). También se pueden realizar modificaciones similares en otras posiciones del
oligonucledtido, particularmente en la posicién 3' del aztcar en el extremo terminal 3' del nucleétido y la posicion 5' del
extremo terminal 5 del nucleoétido. Los oligonucleétidos pueden tener también miméticos del aztcar como ciclobutilos
en lugar del grupo pentofuranaosilo.

Cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente puede incluir también, adicional o alternativamente,
modificaciones o sustituciones en la nucleobase (en la técnica denominada a menudo simplemente "base»). Tal como
se usa aqui, las nucleobases "sin modificar" o "naturales" incluyen adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C), y
uracilo (U). Las nucleobases modificadas incluyen nucleobases que solo se encuentran con poca frecuencia o
temporalmente en acidos nucleicos naturales, por ejemplo hipoxantina, 6-metiladenina, 5-Me pirimidinas,
particularmente 5-metilcitosina (también denominada 5-metil-2' desoxicitosina y a menudo denominada en la técnica
5-Me-C), 5- hidroximetilcitosina (HMC), glicosilo HMC y gentobiosilo HMC, asi como nucleobases sintéticas, por
ejemplo 2-aminoadenina, 2-(metilamino)adenina, 2- (imidazolilalquil)adenina, 2-(aminoalquilamino)adenina u otras
alquiladeninas heterosustituidas, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-bromuracilo, 5- hidroximetiluracilo, 8- azaguanina, 7-
deazaguanina, N6 (6-aminohexil)adenina y 2,6-diaminopurina. Komberg, A., DNA Replication, W. H. Freeman & Co.,
San Francisco, pp75-77, 1980; Gebeyehu, G., et al. Nucl. Acids Res. 15:4513, 1987). Una base "universal" conocida
en la técnica, como inosina, también se puede incluir. Se ha demostrado que las sustituciones de 5-Me-C aumentan
la estabilidad del duplex de acido nucleico en 0,6-1,2 °C. (Sanghvi, Y. S., en Crooke, S. T. y Lebleu, B., eds., Antisense
Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, pp. 276-278, 1993) y son en la actualidad sustituciones de bases
preferibles.

No es necesario que todas las posiciones de un oligonucleétido dado sea modificado uniformemente; de hecho, mas
de una (por €j. dos, tres, cuatro o cinco) de las modificaciones mencionadas puede ser incorporada en un unico
oligonucleétido o incluso en un Unico nucleésido de un oligonucledétido. Dentro de un acido nucleico dado utilizado en
los métodos descritos aqui, uno o mas (por €j. al menos 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 0 15) de los nucleétidos
puede ser modificado utilizando cualquiera de las modificaciones descritas en el mismo (por €j. azlicar, base o enlace
internucledsido).

En algunas realizaciones, tanto un enlace de azdcar como un enlace internucleésido, es decir la red troncal de las
unidades del nucleétido, son sustituidos por grupos nuevos. Las unidades base se mantienen para la hibridacion con
un compuesto diana de acido nucleico apropiado (por €j. la regién 3'-UTR de importina-a3). Uno de estos compuestos
oligoméricos, un mimético de oligonucle6tido que se ha demostrado que tiene unas propiedades de hibridacion
excelentes, se denomina acido nucleico peptidico (PNA). En los compuestos de PNA, la red troncal de azucar de un
oligonucleétido es sustituida por una red troncal que contiene amida, por €j. una red troncal de aminoetilglicina. Las
nucleobases se conservan y se unen directa o indirectamente a atomos de nitrégeno aza de la porcion amida de la
red troncal. Algunas Patentes USA representativas que explican la preparacion de compuestos de PNA comprenden,
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entre otras, las Patentes USA N° 5 539 082; 5 714 331; y 5 719 262. Se puede encontrar mas informacion sobre los
compuestos de PNA en Nielsen et al, Science 254:1497-1500, 1991.

Algunos acidos nucleicos también pueden incluir una o mas (por €j. al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
o 15) modificaciones o sustituciones en la nucleobase (en la técnica denominada a menudo simplemente "base"). A
efectos del presente documento, las nucleobases "sin modificar* o "naturales” comprenden las bases de purina
adenina (A) y guanina (G), y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C), y uracilo (U). Las nucleobases modificadas
comprenden otras nucleobases sintéticas y naturales como: 5-metilcitosina (5-me-C); 5-hidroximetil citosina; xantina;
hipoxantina; 2-aminoadenina; 6-metilo y otros derivados alquilo de adenina y guanina; 2-propilo y otros derivados
alquilo de adenina y guanina; 2-tiouracilo; 2-tiotimina; 2-tiocitosina; 5-halouracilo y citosina; 5-propinil uracilo y citosina;
6- azo uracilo, citosina, y timina; 5-uracilo (pseudo-uracilo); 4-tiouracilo; 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo,
y otras adeninas y guaninas 8-sustituidas; 5-halo, particularmente 5- bromo, 5-trifluorometilo, y otros uracilos y
citosinas 5-sustituidos; 7- metilquanina; 7-metiladenina; 8-azaguanina; 8-azaadenina; 7-deazaguanina; 7-
deazaadenina; 3-deazaguanina; y 3-deazaadenina.

Asimismo, las nucleobases comprenden las divulgadas en la Patente USA N° 3 687 808, las divulgadas en "The
Concise Encyclopedia of Polymer Science And Engineering", paginas 858-859, Kroschwitz, J.I., Ed. John Wiley &
Sons, 1990, las divulgadas por Englisch et al., Angewandle Chemie, International Edition, volumen 30, pagina 613,
1991, y las divulgadas por Sanghvi, Y. S., capitulo 15, Antisense Research and Applications, paginas 289- 302, Crooke,
S.T. y Lebleu, B. ea., CRC Press, 1993. Algunas de estas nucleobases son particularmente Utiles para aumentar la
afinidad de unién de los compuestos oligoméricos utilizados en los métodos descritos en el presente documento. Estas
incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas, y N-2, N-6 y purinas 0-6 sustituidas, que comprenden 2-
aminopropiladenina, 5-propiniluracilo, y 5- propinilcitosina. Se ha demostrado que las sustituciones de 5-metilcitosina
aumentan la estabilidad diplex de &cido nucleico en 0,6-1,2 °C. (Sanghvi, Y. S., Crooke, S. T. y Lebleu, B., eds.,
Antisense Research and Applications, CRC Press, Boca Raton, pp. 276-278, 1993) y son en la actualidad sustituciones
de bases preferibles, incluso mas particularmente cuando se combinan con modificaciones de azucar de 2'-0
metoxietilo. Las nucleobases modificadas se describen en las Patentes USA N° 3 687 808, 4 845 205; 5 130 302;
5134 066; 5175 273; 5367 066; 5432 272; 5457 187; 5459 255; 5484 908; 5502 177; 5525 711; 5 552 540;
5587 469; 5596 091; 5 614 617; 5 750 692; y 5 681 941.

En algunas realizaciones, cualquiera de los acidos nucleicos descritos aqui estan quimicamente unidos a uno o mas
(por €j. dos, tres, cuatro, cinco o seis) fracciones o conjugados (por €j. un polimero, un péptido o un polisacarido) que
mejoran la actividad, distribucién celular o absorcion celular del oligonucleoétido. Estas fracciones comprenden, entre
otras, fracciones de lipidos como una fraccion de colesterol (Letsinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:6553-
6556,1989), acido colico (Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem. Lett. 4:1053- 1060, 1994), un tioéter, por ejemplo
hexil-S- tritiltiol (Manoharan et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. 660:306-309, 1992; Manoharan et al., Bioorg. Med. Chem.
Lett. 3:2765-2770, 1993), un tiocolesterol (Oberhauser et al., Nucl. Acids Res. 20:533-538, 1992), una cadena alifatica,
por ejemplo residuos de dodecandiol o undecilo (Kabanov et al., FEBS Lett. 259:327-330, 1990; Svinarchuk et al.,
Biochimie 75:49- 54, 1993), un fosfolipido, por ejemplo di-hexadecil-rac- glicerol o trietilamonio 1,2-di-O-hexadecil- rac-
glicero-3-H-fosfonato (Manoharan et al., Tetrahedron Lett. 36:3651-3654, 1995; Shea et al., Nucl. Acids Res.18:3777-
3783, 1990), una poliamina, una cadena de polietilenglicol, o una cadena de polialquilenglicol (Mancharan et al.,
Nucleosides & Nucleotides 14:969-973, 1995), o acido acético de adamantano (Manoharan et al., Tetrahedron Lett.
36:3651-3654, 1995), una fraccion de palmitilo (Mishra et al., Biochim. Biophys. Acta 1264:229-237, 1995), o una
fraccion de octadecilamina o hexilamino-carbonil-t-oxicolesterol (Crooke et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 277:923-937,
1996). Ver las Patentes USA N° 4 828 979; 4 948 882; 5218 105; 5 525 465; 5 541 313; 5 545 730; 5 552 538;
5578 717; 5580 731; 5580 731; 5591 584; 5109 124; 5118 802; 5138 045; 5414 077; 5486 603; 5512 439;
5578 718; 5608 046; 4 587 044; 4 605 735; 4 667 025; 4 762 779; 4 789 737; 4 824 941; 4 835 263; 4 876 335;
4904 582; 4958 013; 5082 830; 5112 963; 5214 136; 5082 830; 5112 963; 5214 136; 5245 022; 5 254 469;
5258 506; 5262 536; 5272 250; 5292 873; 5317 098; 5371 241; 5391 723; 5416 203; 5 451 463; 5 510 475;
5512 667; 5514 785; 5565 552; 5567 810; 5574 142; 5585 481; 5587 371; 5595 726; 5597 696; 5599 923;
5599 928 y 5 688 941.

Estas fracciones o conjugados pueden incluir grupos de conjugados covalentemente unidos a grupos funcionales
como grupos hidroxilos primarios o secundarios. Los grupos de conjugados incluyen intercaladores, moléculas
indicadoras, poliaminas, poliamidas, polietilenglicoles, poliéteres, grupos que mejoran las propiedades
farmacodinamicas de los oligémeros y grupos que mejoran las propiedades farmacocinéticas de los oligémeros. Los
grupos de conjugados tipicos incluyen colesteroles, lipidos, fosfolipidos, biotina, fenacina, folato, fenantridina,
antraquinona, acridina, fluoresceinas, rodaminas, cumarinas y colorantes. Los grupos que mejoran las propiedades
farmacodinamicas, en el contexto de esta invencion, incluyen grupos que mejoran la absorcion, la resistencia a la
degradacion y/o refuerzan la hibridacion especifica de una secuencia con el acido nucleico diana (por ej. la region 3'-
UTR de importina-a3). Los grupos que mejoran las propiedades farmacocinéticas, en el contexto de esta invencion,
incluyen grupos que mejoran la absorcién, distribucidon, metabolismo o excrecion de los compuestos de la presente
invencién. Grupos de conjugados representativos se divulgan en WO 93/007883, y en la Patente USA N° 6 287 860.
Las fracciones de conjugados incluyen, entre otras, fracciones de lipidos como una fraccién de colesterol, acido célico,
un tioéter, como hexil-5-tritiltiol, un tiocolesterol, una cadena alifatica, como residuos de dodecanodiol o undecilo, un
fosfolipido, como di-hexadecil-rac- glicerol o 1,2-di-O-hexadecil-rac-glicero-3-H-fosfonato de trietilamonio, una
poliamina, un glicol de polialquileno o una cadena de glicol de polialquileno, un &cido acético de adamantano, una
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fraccion palmitilica, o una fraccion de colesterol de hexilamino-carbonil-oxi u octadecilamina. Ver, por €j. las Patentes
USA N° 4828 979; 4948 882; 5218 105; 5525 465; 5541 313; 5545 730; 5552538; 5578 717; 5580 731,
5580 731; 5591 584; 5109 124; 5118 802; 5138 045; 5414 077; 5486 603; 5512 439; 5578 718; 5 608 046;
4 587 044; 4 605 735; 4 667 025; 4 762 779; 4 789 737; 4824 941; 4 835 263; 4 876 335; 4 904 582; 4 958 013;
5082 830; 5112 963; 5214 136; 5082 830; 5112 963; 5214 136; 5245 022; 5254 469; 5 258 506; 5 262 536;
5272 250; 5292 873; 5317 098; 5371 241; 5391 723; 5416 203; 5451 463; 5510475; 5512 667; 5514 785;
5565 552; 5567 810; 5574 142; 5585 481; 5 587 371; 5595 726; 5 597 696; 5 599 923; 5599 928 y 5 688 941.

Los acidos nucleicos de la invencion contienen la secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1), por ejemplo se
hibridan suficientemente bien y con una especificidad suficiente (por ej. complementaria de una secuencia presente
en la region 3’-UTR de importina-a3, como el sitio 1 y/o el sitio 2 de la regiéon 3'-UTR de un ARNm de importina-a3
como la mostrada en la Figura 8A), para obtener el efecto deseado. "Complementario” se refiere a la capacidad de
emparejarse, a través de enlaces de hidrégeno, de dos secuencias que comprenden bases naturalmente presentes o
no, o analogas. Por ejemplo, si una base en una posiciéon de un acido nucleico es capaz de unirse por un enlace de
hidrégeno con una base en la posicion correspondiente de la diana (por ej. una base en la regién 3'-UTR de importina-
a3), entonces las bases se consideran complementarias entre si en esa posicion. No se requiere una
complementariedad del 100%.

En el contexto de esta invencidn, hibridacion significa unién por un enlace de hidrégeno, que puede ser un enlace de
hidrégeno Watson-Crick, Hoogsteen o Hoogsteen invertido, entre bases de nucledtidos o nucledsidos
complementarias. Por ejemplo, adenina y timina son nucleobases complementarias que se emparejan mediante la
formacion de enlaces de hidrégeno. Complementario, tal como se usa aqui, se refiera a la capacidad de dos
nucleétidos de emparejarse de forma precisa. Los acidos nucleicos y una secuencia presente en el ARNm de una
importina-a3 (por ej. una secuencia presente en la region 3-UTR de importina-a3) son complementarios entre si
cuando un numero suficiente de posiciones correspondientes de cada molécula esta ocupado por nucleétidos que
pueden unirse por un enlace de hidrégeno entre si. Por tanto, "especificamente hibridable" y "complementario” son
términos que se utilizan para indicar un grado de complementariedad o emparejamiento preciso suficiente para que
se produzca una union estable y especifica entre el &cido nucleico y la secuencia diana (por ej. una secuencia presente
en el ARNm de importina-a3, como una secuencia presente en la region 3'-UTR de importina-a3). Por ejemplo, si una
base en una posicién de un acido nucleico es capaz de unirse con un enlace de hidrégeno con una base en la posicién
correspondiente del ARNm de una importina-a3, entonces las bases se consideran complementarias entre si en esa
posicion.

A pesar de que en algunas realizaciones es deseable una complementariedad del 100%, se entiende en la técnica
que una secuencia de acido nucleico complementaria no necesita ser 100% complementaria con la de su acido
nucleico diana para ser especificamente hibridable. Una secuencia de acido nucleico complementaria, a efectos del
presente método, es especificamente hibridable cuando la unién de la secuencia al ARNm de una importina-a3
interfiere en el funcionamiento normal del ARNm de la importina-a3 para causar una pérdida de actividad, y existe un
grado de complementariedad suficiente para evitar la unién no especifica de la secuencia con secuencias de ARNm
no diana en condiciones en las que se desea la union especifica, por ejemplo en condiciones fisiologicas en el caso
de ensayos o tratamiento terapéutico in vivo, y en el caso de ensayos in vitro en condiciones en las que los ensayos
se realicen bajo condiciones de rigurosidad adecuadas. Por ejemplo, una concentracion de sal rigurosa sera
normalmente inferior a unos 750 mM de NaCl y 75 mM de citrato trisédico, preferiblemente inferior a unos 500 mM de
NaCl y 50 mM de citrato trisédico, y mas preferiblemente inferior a unos 250 mM de NaCl y 25 mM de citrato trisodico.
Se puede obtener una hibridacién de baja rigurosidad en ausencia de solvente organico, como formamida, mientras
que la hibridacién de alta rigurosidad se puede obtener en presencia de al menos un 35% de formamida, y mas
preferiblemente al menos un 50% de formamida. Unas condiciones de temperatura rigurosas incluiran normalmente
temperaturas de al menos unos 30°C, mas preferiblemente de al menos unos 37°C, y mas preferiblemente de al menos
unos 42°C. Otros parametros variables, como el tiempo de hibridacion, la concentracion de detergente, como dodecil
sulfato sédico (SDS), y la inclusion o exclusién de ADN vehicular, son bien conocidos por los expertos en la técnica.
Los diversos niveles de rigurosidad se consiguen combinando estas diversas condiciones segun las necesidades. En
una realizacion preferible, la hibridacion se producira a 30°C en 750 mM de NacCl, 75 mM de citrato trisodico, y 1% de
SDS. En una realizacién mas preferible, la hibridaciéon se producira a 37 °C en 500 mM de NaCl, 50 mM de citrato
trisédico, 1% de SDS, 35% de formamida, y 100 ug/ml de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado (ssADN ). En
la realizacion mas preferible, la hibridacién se producird a 42°C en 250 mM de NaCl, 25 mM de citrato trisédico, 1%
de SDS, 50% de formamida, y 200 pg/ml de (ssADN). Las variaciones Utiles de estas condiciones resultaran
claramente evidentes para los expertos en la técnica.

En la mayoria de las aplicaciones, los pasos de lavado que siguen a la hibridacion también variaran por lo que respecta
a la rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad de lavado se pueden definir por la concentracion de sal y por la
temperatura. Como anteriormente, la rigurosidad del lavado se puede aumentar reduciendo la concentracién de sal o
aumentando la temperatura. Por ejemplo, una concentracion de sal rigurosa para los pasos de lavado sera
preferiblemente inferior a unos 30 mM de NaCl y 3 mM de citrato trisddico, y mas preferiblemente inferior a unos 15
mM de NaCl y 1,5 mM de citrato trisédico. Las condiciones de rigurosidad de temperatura para los pasos de lavado
incluird normalmente una temperatura de al menos unos 25°C, mas preferible de al menos unos 42°C, e incluso mas
preferiblemente de al menos unos 68°C. En una realizacién preferible, los pasos de lavado se realizaran a 25°C en 30
mM de NaCl, 3 mM de citrato trisddico, y 0,1% de SDS. En una realizacién preferible, los pasos de lavado se produciran
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a 42° C en 15 mM de NacCl, 1,5 mM de citrato trisédico, y 0,1% de SDS. En una realizacion preferible, los pasos de
lavado se produciran a 68°C en 15 mM de NacCl, 1,5 mM de citrato trisédico, y 0,1% de SDS. Otras variaciones de
estas condiciones resultaran claramente evidentes para los expertos en la técnica. Las técnicas de hibridacién son
bien conocidas por los expertos en la técnica y se describen, por ej. en Benton y Davis (Science 196:180, 1977);
Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 72:3961, 1975); Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience, Nueva York, 2001); Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning Technigues, Academic
Press, Nueva York, 1987); y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Nueva York.

En general, los acidos nucleicos Utiles en los métodos descritos aqui tienen al menos una complementariedad de
secuencia del 80% con una region diana del acido nucleico diana, por ejemplo un 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
0 100% de complementariedad de secuencia con la region diana del ARNm de una importina-a3 (por €j. una region
diana de la region 3’-UTR del ARNm de la importina-a3, como el sitio 1 y/o el sitio 2 de la region 3'-UTR del ARNm de
una importina-a3 como se muestra en la Figura 8A). Por ejemplo, un compuesto antisentido en el que 18 de 23
nucleobases del oligonucledtido antisentido son complementarias y, por tanto, se hibridarian especificamente con una
region diana, representando una complementariedad del 90%. El porcentaje de complementariedad de un acido
nucleico con una regién de un acido nucleico diana se puede determinar rutinariamente utilizando herramientas de
blasqueda de alineacion local basicas (programas BLAST) (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-410, 1990; Zhang y
Madden, Genome Res. 7:649-656, 1997). Los compuestos antisentido y otros compuestos que se pueden utilizar en
los métodos que se hibridan con una secuencia diana de ARNm de importina-a3 se identifican a través de la
experimentacion rutinaria. En general, los acidos nucleicos deben conservar la especificidad por su diana, es decir,
gue no se deben unir directamente ni afectar directamente de forma significativa a los niveles de expresion de
transcritos distintos de la diana prevista.

Para mas informacién sobre ejemplos de acidos nucleicos que se pueden utilizar en cualquiera de los métodos
descritos en el presente documento, ver USA 2010/0317718 (oligonucleétidos antisentido); USA 2010/0249052 (acido
ribonucleico bicatenario (dsARN)); USA 2009/0181914 y USA 2010/0234451 (LNA); USA 2007/0191294 (anélogos de
siARN); USA 2008/0249039 (siARN modificado); y WO 10/129746 y WO 10/040112 (acidos nucleicos inhibidores).

Acidos nucleicos antisentido

En algunas realizaciones, los acidos nucleicos son oligonucleétidos antisentido. Los oligonucle6tidos antisentido estan
tipicamente disefiados para bloquear la expresion de una diana de ADN o ARN, uniéndose a la diana y deteniendo la
expresion a nivel de transcripcién, traduccién o particion. Los oligonucleétidos antisentido de la presente invencién
son secuencias de acido nucleico complementarias disefiadas para hibridarse en condiciones de rigurosidad con una
secuencia contigua en el ARNm de una importina-a3 (por €j. el sitio 1 y/o el sitio 2 de la regién 3’-UTR del ARNm de
una importina-a3 como se muestra en la Figura 8A). Por tanto, se seleccionan oligonucleétidos que tengan una
complementariedad suficiente con la diana, es decir que se hibriden suficientemente bien y con una especificidad
suficiente para obtener el efecto deseado.

Bases modificadas/Acidos nucleicos bloqueados (LNA)

En algunas realizaciones, cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente documento contiene uno o mas
enlaces o bases modificados. Entre las bases modificadas se incluyen moléculas de fosforotionato, metilfosfonato,
acidos nucleicos peptidicos o acido nucleico bloqueado (LNA). Preferiblemente, los nucleétidos modificados son
moléculas de acido nucleico bloqueado, incluyendo [alfa]- L-LNAs. Los LNA comprende analogos de acido ribonucleico
donde el anillo de ribosa esta "bloqueado” por un puente de metileno entre 2’-oxigeno y 4’-carbono, es decir
oligonucledtidos que contienen al menos un mondémero de LNA, es decir un nucleétido de 2'-O,4'-C-metilen-3-D-
ribofuranosilo. Las bases de LNA forman pares de bases de Watson-Crick estandar, pero la configuracion bloqueada
aumenta la tasa y estabilidad de la reaccion de emparejamiento de bases (Jepsen et al., Oligonucleotides 14:130-146,
2004). Los LNA también tienen una afinidad aumentada con el par de bases con el ARN en comparacién con el ADN.
Estas propiedades hacen que los LNA sean especialmente Gtiles como sondas para la hibridacion fluorescente in situ
(FISH) y para la hibridacion genémica comparativa, y como oligonucleétidos antisentido para dirigirse a los ARNm u
otros ARN.

Las moléculas de LNA pueden incluir moléculas que comprenden 10-120, 10-110, 10-100, 10-90, 10-80, 10-70, 10-
60, 10-50, 10-40, 10-30, por ejemplo 12-24, por ejemplo 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 0 30 nucleétidos en cada cadena, donde una de las cadenas es sustancialmente idéntica, por ejemplo al menos
un 80% (o0 mas, por ejemplo, un 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o 100%) idéntica (por €j. tiene 3,2, 1,00
nucleétido(s) no emparejado(s)) a una secuencia diana (por €j. una secuencia presente en el ARNm de una importina-
a3, como una secuencia presente en la region 3-UTR del ARNm de una importina-a3). Las moléculas de LNA pueden
ser sintetizadas quimicamente utilizando métodos conocidos en la técnica. Las moléculas de LNA pueden ser
disefiadas utilizando cualquier método conocido en la técnica; se conocen diversos algoritmos y estan disponibles en
el mercado (Internet, por ej. pagina web de Exiqon). Ver, por €j. You et al., Nuc. Acids. Res. 34:e60, 2006; McTigue et
al., Biochemistry 43:5388-405, 2004; y Levin et al., Nuc. Acids. Res. 34:€142, 2006. Por ejemplo, los métodos de
"paseo cromosomico”, similares a los utilizados para disefar oligonucleétidos antisentido, pueden ser utilizados para
optimizar la actividad inhibidora del LNA (o cualquier otro acido nucleico descrito aqui); por ej. se puede preparar una
serie de oligonucledtidos de 10-30 nucledtidos que abarquen la longitud de una secuencia de importina-a3 diana y, a
continuacion, realizar un ensayo para detectar la actividad. Opcionalmente, se pueden dejar huecos, por ejemplo de
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5-10 nucleétidos o0 mas, entre los LNA para reducir el nimero de oligonucleétidos sintetizados y ensayados El
contenido de GC es preferiblemente de entre el 30-60%. Las directrices generales para disefiar LNA son conocidas
en la técnica; por ejemplo las secuencias de LNA se uniran con fuerza con otras secuencias de LNA, por lo que es
preferible evitar una complementariedad significativa dentro de un LNA. Las series contiguas de tres o mas G o C, o
mas de cuatro residuos de LNA, deberan ser evitadas en la medida posible (por ej. puede no resultar posible con
oligonucledtidos muy cortos (por ej. unos 9-10 nt)). En algunas realizaciones, los LNA son xilo-LNA. Para mas
informacién sobre LNA, ver las Patentes USA N° 6 268 490; 6 734 291; 6 770 748; 6 794 499; 7 034 133; 7 053 207;
7 060 809; 7084 125; y 7572582; y la Publicacion de las Solicitudes de Patente USA N° 2010/0267018;
2010/0261175; y 2010/0035968; Koshkin et al. Tetrahedron 54:3607-3630, 1998; Obika et al. Tetrahedron Lett.
39:5401-5404, 1998; Jepsen et al., Oligonucleotides 14:130-146, 2004; Kauppinen et al., Drug Disc. Today 2(3):287-
290, 2005; y Ponting et al., Cell 136(4):629-641, 2009, y las referencias citadas en el presente documento.

SIARN/shARN

En algunas realizaciones, el acido nucleico puede ser un ARN de interferencia, incluyendo, entre otros, un ARN corto
de interferencia ("siARN") o un ARN de horquilla corta ("shARN"). Los métodos para construir ARN de interferencia
son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el ARN de interferencia se puede construir con dos oligonucleétidos
separados, donde una cadena es la cadena sentido y la otra es la cadena antisentido, donde las cadenas antisentido
y sentido son autocomplementarias (es decir, cada cadena comprende una secuencia de nucleétidos que es
complementaria con la secuencia de nucledtidos de la otra cadena; por ejemplo donde la cadena antisentido y la
cadena sentido forman un duiplex o una estructura bicatenaria); la cadena antisentido comprende una secuencia de
nucleétidos que es complementaria con una secuencia de nucleétidos de una molécula de acido nucleico diana (por
ej. complementaria de una secuencia presente en el ARNm de una importina-a3, como el sitio 1 y/o el sitio 2 de la
region 3-UTR del ARNm de una importina-a3 como se muestra en la Figura 8A) o una porcion de esta y la cadena
sentido comprende una secuencia de nucle6tidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico diana (por ej. una
secuencia presente en el ARNm de una importina-a3, como el sitio 1 y/o el sitio 2 de la region 3'-UTR del ARNm de
una importina-a3 como se muestra en la Figura 8A) o una porcion de esta. Alternativamente, el ARN de interferencia
se construye con un unico oligonucle6tido, donde las regiones sentido y antisentido autocomplementarias estan unidas
por medio de un ligador o ligadores basados en acido nucleico o no basados en acido nucleico. El ARN de interferencia
puede ser un polinucledtido con un diplex, un daplex asimétrico, una horquilla, o una estructura secundaria de horquilla
asimétrica, que tienen regiones sentido y antisentido complementarias, donde la region antisentido comprende una
secuencia de nuclettidos que es complementaria con la secuencia de nucleétidos de una molécula de acido nucleico
diana separada o una porcion de esta y la regién sentido tiene una secuencia de nucleétidos correspondiente a la
secuencia de acido nucleico diana o una porcion de esta. EIl ARN de interferencia puede ser un polinucledétido
monocatenario circular que tiene dos 0 mas estructuras de bucle y un tallo que comprenden regiones sentido y
antisentido complementarias, donde la regién antisentido comprende la secuencia de nucleétidos que es
complementaria con la secuencia de nucleétidos de una molécula de acido nucleico diana o una porcion de estay la
region sentido tiene una secuencia de nucleétidos correspondiente a la secuencia de acido nucleico diana o una
porcion de esta, y donde el polinucleétido circular se puede procesar in vivo 0 in vitro para generar una molécula de
siARN activa capaz de mediar en la interferencia del ARN.

En algunas realizaciones, la region que codifica el ARN de interferencia codifica una molécula de ARN
autocomplementaria que tiene una region sentido, una regién antisentido y una regién de bucle. Esta molécula de ARN
cuando se expresa de forma deseable forma una estructura de "horquilla" y en el presente documento se denomina
"shARN". La region de bucle tiene generalmente entre unos 2 y 10 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones,
la region de bucle tiene entre unos 6 y 9 nucledtidos de longitud. En algunas realizaciones, la regién sentido y la regién
antisentido tienen entre unos 15 y 20 nucleétidos de longitud. Después de la transformacion postranscripcional, el ARN
de horquilla corta se convierte en un siARN por un evento de clivaje mediado por la enzima Dicer, que es miembro de
la familia de las RNasa lll. Después el siARN es capaz de inhibir la expresion de un gen con el que comparte
homologia. Para los detalles, ver Brummelkamp et al., Science 296:550-553, 2002; Lee et al, Nature Biotechnol.
20:500-505, 2002; Miyagishi y Taira, Nature Biotechnol. 20:497-500, 2002; Paddison et al., Genes & Dev. 16:948-958,
2002; Paul, Nature Biotechnol. 20:505-508, 2002; Sui, Proc. Natl. Acad. Soc. U.S.A. 99(6):5515-5520, 2002; Yu et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99:6047-6052, 2002.

La reaccion de clivaje del ARN diana guida por siARN es altamente especifica de una secuencia. En general, el siARN
que contiene una secuencia de nucleétidos idéntica a una porcion del acido nucleico diana es preferible para la
inhibicion. Sin embargo, una identidad de secuencia del 100% entre el SiARN y el gen diana no es necesaria para la
practica de la presente invencién. Por tanto, los métodos proporcionados ofrecen la ventaja de poder tolerar
variaciones de la secuencia que cabria esperar debido a mutacion genética, polimorfismo de la cadena o divergencia
evolutiva. Por ejemplo, se ha descubierto que las secuencias de siARN con inserciones, deleciones y mutaciones en
un solo punto en comparacion con la secuencia diana también son efectivas para la inhibicion. Alternativamente, las
secuencias de siARN con inserciones o sustituciones analogas de nucleétidos pueden ser efectivas para la inhibicion.
En general, los siARN deben conservar la especificidad por su diana, es decir que no se deben unir directamente ni
afectar directamente de forma significativa a los niveles de expresion de transcritos distintos de la diana prevista (por
ej. un ARNm de importina-a3).

Ribozimas
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También se pueden utilizar moléculas de acido nucleico enzimatico de transclivaje; estas han demostrado ser
prometedoras como agentes terapéuticos para la patologia humana (Usman & McSwiggen, Ann. Rep. Med. Chem.
30:285-294, 1995; Christoffersen y Man;.J. Med. Chem. 38:2023- 2037, 1995). Las moléculas de acido nucleico
enzimatico pueden ser disefiadas para clivar el ARNm de una importina-a3 en el contexto del ARN celular. Este evento
de clivaje hace que el ARNm de la importina-a3 deje de ser funcional.

En general, los acidos nucleicos enzimaticos con actividad de clivaje de ARN actdan uniéndose primero a un ARN
diana. Esta union ocurre a través de la porcion de union diana de un acido nucleico enzimatico que se mantiene muy
préximo a una porcién enzimatica de la molécula que actla para clivar el ARN diana. Por tanto, el acido nucleico
enzimatico reconoce primero y se une después a un ARN diana a través de un emparejamiento de bases
complementarias y, una vez unido al sitio correcto, actia enzimaticamente para cortar el ARN diana. El clivaje
estratégico de este ARN diana destruira su capacidad para la sintesis directa de una proteina codificada (una proteina
de importina-aa). Una vez que el acido nucleico enzimatico se ha unido y ha clivado su diana de ARN, es liberado del
ARN para buscar otra diana y puede unirse repetidamente y clivar nuevas dianas.

Varios enfoques como las estrategias de seleccion (evolucion) in vitro (Orgel, Proc. R. Soc. London, B 205:435, 1979)
han sido utilizados para desarrollar nuevos catalizadores de acido nucleico capaces de catalizar diversas reacciones,
como el clivaje y la unién de enlaces de fosfodiester y enlaces de amida (Joyce, Gene, 82:83-87, 1989; Beaudry et al.,
Science 257:635-641, 1992; Joyce, Scientific American 267:90-97, 1992; Breaker et al., TIBTECH 12:268. 1994, Bartel
et al., Science 261:1411-1418, 1993; Szostak, TIBS 17:89-93, 1993; Kumar et al., FASEB J., 9:1183, 1995; Breaker,
Curr. Op. Biotech. 1:442, 1996).

Produccién y uso de acidos nucleicos

Los acidos nucleicos para el uso en los métodos descritos en el presente documento, sea ARN, ADNc, ADN genémico,
vectores, virus o hibridos de estos, pueden ser aislados de diversas fuentes, modificadas genéticamente, amplificadas
y/o expresadas/generadas recombinantemente. Las secuencias de acido nucleico recombinante pueden ser
individualmente aisladas o clonadas y sometidas a ensayo para detectar una actividad deseada. Se puede utilizar
cualquier sistema de expresion recombinante, incluyendo, por ej. sistemas de expresién de células de plantas,
insectos, levaduras, mamiferos, hongos o bacterias in vitro. Las secuencias de acido nucleico para el uso en los
métodos descritos en el presente documento pueden ser insertadas en vectores de entrega y expresadas a partir de
unidades de transcripcién de los vectores. Los vectores recombinantes pueden ser vectores virales o plasmidos de
ADN. La generacion de la estructura del vector se puede realizar utilizando cualesquiera técnicas de ingenieria
genética adecuadas bien conocidas en la técnica, incluyendo, entre otras, las técnicas estandar de PCR, sintesis de
oligonucledtidos, digestion de endonucleasa de restriccion, ligacion, transformacion, purificacion de plasmidos y
secuenciacion de ADN, por gj. tal y como se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual.,
1989; Coffin et al., Retroviruses, 1997; y “RNA Viruses: A Practical Approach” (Alan J. Cann, Ed., Oxford University
Press, (2000). Como resultara evidente para un experto en la técnica, existen diversos vectores adecuados disponibles
para la transferencia de acidos nucleicos que contienen la ID SEC. N°: 1 a las células. La seleccién de un vector
apropiado para la entrega de acidos nucleicos y la optimizacién de las condiciones para la insercion del vector de
expresion seleccionado en la célula se encuentran dentro del alcance de un experto en la técnica sin necesidad de
una experimentacion indebida. Los vectores virales comprenden una secuencia de nucleétidos que tiene secuencias
para la produccién de virus recombinantes en una célula de empaquetamiento. Se pueden construir vectores virales
que expresan acidos nucleicos que contienen la ID SEC. N° 1 basandose en redes troncales virales que incluyen,
entre otras, un retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus adeno-asociados, virus de la viruela o alfavirus. Los vectores
recombinantes capaces de expresar un acido nucleico que contiene la ID SEC. N°: 1 se pueden administrar como se
describe en el presente documento y persisten en células diana (por €j. transformantes estables).

Las secuencias de acido nucleico que contienen la ID SEC. N°: 1 se pueden sintetizar in vitro con técnicas de sintesis
quimica bien conocidas, como se describe, por €j. en Adams, J. Am. Chem. Soc. 105:661, 1983; Belousov, Nucleic
Acids Res. 25:3440-3444, 1997; Frenkel, Free Radic. Biol. Med. 19:373-380, 1995; Blommers, Biochemistry 33:7886-
7896, 1994; Narang, Meth. Enzymol. 68:90, 1979; Brown, Meth. Enzymol. 68:109, 1979; Beaucage, Tetra. Lett.
22:1859, 1981; y en la Patente USA N°: 4 458 066.

Las secuencias de acido nucleico que contienen la ID SEC. N° 1 se pueden estabilizar contra la degradacion
nucleolitica, por ejemplo mediante la incorporacion de una modificacion, por ejemplo una modificacion del nucleétido.
Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico que contienen la ID SEC. N°: 1 pueden incluir un fosforotioato al menos
en el primer, segundo o tercer enlace internucleétido en el extremo 5' 0 3' de la secuencia de nucledtidos. En otro
ejemplo, la secuencia de acido nucleico puede incluir un nucleétido modificado en 2', por ejemplo un 2'-desoxi, 2'-
desoxi-2'-fluoro, 2'-O-metilo, 2'- O - metoxietilo (2'-O-MOE), 2'-O-aminopropilo (2'- O -AP), 2'- O-dimetilaminoetilo (2'-
O-DMAOE), 2'-O-dimetilaminopropilo (2'-0-DMAP), 2'-O-dimetilaminoetiloxietilo (2'-O-DMAEOE), o 2'-0—N-
metilacetamida (2'-O-NMA). En otro ejemplo, la secuencia de acido nucleico puede incluir al menos un nucleétido
modificado en 2'-O-metilo y en algunas realizaciones todos los nucleétidos incluyen una modificacion en 2'-O-metilo.
En algunas realizaciones, los acidos nucleicos estan "bloqueados», es decir que comprenden analogos de acido
nucleico en los que el anillo de ribosa esta "bloqueado” por un puente de metileno que conecta el atomo de 2'-O con
el atomo de 4'-C (ver por €j. Kaupinnen et al., Drug Disc. Today 2(3):287-290, 2005; Koshkin et al., J. Am. Chem. Soc.
120(50): 13252-13253, 1998). Para obtener informacion sobre modificaciones adicionales, ver USA 2010/0004320,
USA 2009/0298916, y USA 2009/0143326.
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Las técnicas para la manipulacion de acidos nucleicos utilizadas para la practica de esta invencion, como la
subclonacioén, las sondas de marcado (por ej. marcado con cebador aleatorio utilizando polimerasa de Kenow,
traduccion de mella, y amplificacion), secuenciacion, hibridacién y similares estan ampliamente descritas en la
bibliografia cientifica y de patentes; ver, por ej. Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual 3d ed., 2001;
Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., Eds. (John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 2010); Kriegler,
Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual, 1990; Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology: Hybridization with Nucleic Acid Probes, Parte I. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, Ed., Elsevier,
N.Y., 1993.

Composiciones farmacéuticas

Los acidos nucleicos para el uso en los métodos descritos en el presente documento pueden incluir la administracion
de composiciones y formulaciones farmacéuticas que incluyen el &cido nucleico que contiene la secuencia de ID SEC.
Ne: 1.

En algunas realizaciones, las composiciones se formulan con un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones y formulaciones farmacéuticas pueden ser administradas por via parenteral, intramuscular,
subcutanea, arterial, intravenosa, topica, oral, o por administracion local, como en un aerosol o por via transdérmica.
Las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas de cualquier forma y pueden ser administradas en diferente
formas de dosis unitarias, dependiendo de la condicién o enfermedad y del grado de enfermedad, del estado médico
de cada paciente, del método de administracion preferible resultante y similares. Los datos detallados sobre las
técnicas para la formulacion y administracion de productos farmacéuticos estan ampliamente descritos en la
bibliografia cientifica y de patentes; ver por ej. Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed., 2005.

Los acidos nucleicos para el uso en el método pueden ser administrados solo o en forma de un componente de una
formulaciéon farmacéutica (composicion). Los compuestos pueden estar formulados para su administracion de
cualquier forma conveniente para uso en la medicina o veterinaria. También puede haber presentes en las
composiciones agentes humectantes, emulgentes y lubricantes, como laurilsulfato sédico y estearato de magnesio,
asi como agentes colorantes, agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes, perfumes,
conservantes y antioxidantes.

Las formulaciones de las composiciones que se pueden utilizar en los métodos descritos en el presente documento
incluyen aquellas adecuadas para administracion intradérmica, inhalacién, intramuscular, subcutanea, arterial,
intravenosa, oral/nasal, topica, parenteral, rectal y/o intravaginal. Las formulaciones se pueden presentar
convenientemente en forma de dosis unitarias y pueden estar preparadas por cualquier método bien conocido en la
técnica de farmacia. La cantidad de ingrediente activo (por ej. una secuencia de acido nucleico descrita en el presente
documento) que se puede combinar con un material portador para producir una Unica forma de dosis variara en funcion
del sujeto al que se vaya a tratar y del modo de administracion concreto, por ejemplo por via intravenosa o inhalacion.
La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con un material portador para producir una Unica forma de
dosis generalmente sera aquella cantidad del compuesto que produzca un efecto terapéutico. Las formulaciones
farmacéuticas de esta invencion se pueden preparar de acuerdo con cualquier método conocido en la técnica para la
fabricacion de productos farmacéuticos. Estos farmacos pueden contener agentes edulcorantes, agentes
aromatizantes, agentes colorantes y agentes conservantes. Una formulaciéon se puede combinar con excipientes no
toxicos farmacéuticamente aceptables que resulten adecuados para su fabricacion. Las formulaciones pueden
comprender uno o mas diluyentes, emulsionantes, conservantes, tampones, excipientes, etc., y se pueden
proporcionar en forma de liquido, polvo, emulsiones, polvo liofilizado, aerosol, crema, locion, formulaciones de
liberacion controlada, tabletas, pildoras, geles, parches, implantes, etc.

Las formulaciones farmacéuticas para administracion oral pueden ser formuladas utilizando vehiculos
farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica, en dosis apropiadas y adecuadas. Estos vehiculos
permiten que los productos farmacéuticos sean formulados en forma de dosis unitarias como tabletas, pildoras, polvos,
grageas, capsulas, liquidos, pastillas, geles, jarabes, pastas, suspensiones, etc. adecuados para la ingestion por el
paciente. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden ser formuladas como un excipiente sélido,
opcionalmente reduciendo a polvo una mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, después de haber
afiadido los compuestos adicionales adecuados, si se desea, para obtener los nucleos de las tabletas o grageas. Entre
los excipientes soélidos adecuados se encuentran rellenos de carbohidratos o proteina, incluyendo, por ej. azlcares,
como lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; almidén de maiz, trigo, patata u otras plantas; celulosa como metilcelulosa,
hidroxipropilmetil-celulosa, o carboxi-metilcelulosa de sodio; y gomas como goma arabiga y tragacanto; y proteinas,
por ejemplo gelatina y colageno. se pueden afiadir agentes disgregadores y solubilizantes, como polivinil pirrolidona
reticulada, agar, acido alginico, o una sal de estos, como alginato sddico. Las capsulas duras pueden contener agentes
activos mezclados con un relleno o aglomerantes como lactosa o almidones, lubricantes como talco o estearato de
magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las capsulas blandas, los agentes activos pueden estar disueltos o
suspendidos en liquidos adecuados, tales como acidos grados, parafina liquida o polietilenglicol liquido con o sin
estabilizantes.

Las suspensiones acuosas pueden contener un agente activo; secuencias de acido nucleico que contienen la ID SEC.
N°: 1, mezclada con excipientes adecuados para la fabricacion de suspensiones acuosas, por ejemplo inyecciones
intradérmicas acuosas. Estos excipientes incluyen un agente de suspension, como carboximetilcelulosa de sodio,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, goma de tragacanto y goma de acacia,
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y agentes dispersantes o humectantes como una fosfatina naturalmente presente (por €j. lecitina), un producto de
condensacion de un 6xido de alquileno con un acido graso (por ej. estearato de polioxietileno), un producto de
condensacion de o6xido de etileno con un alcohol alifatico de cadena larga (por €j. heptadecaetilen-oxicetanol), un
producto de condensacion de 6xido de etileno con un éster parcial derivado de un acido graso y un hexitol (por ej.
monooleato de polioxietilen-sorbitol), o un producto de condensacién de 6xido de etileno con un éster parcial derivado
de un &cido graso y un anhidrido de hexitol (por ej. monooleato de polioxietilen-sorbitano). Las suspensiones acuosas
también pueden contener uno 0 mas conservantes como etil o n-propil p-hidroxibenzoato, uno o mas agentes
colorantes, uno 0 mas agentes aromatizantes, y uno 0 mas agentes edulcorantes, como sacarosa, aspartamo o
sacarina. Las formulaciones se pueden ajustar a efectos de osmolaridad.

En algunas realizaciones, se utilizan productos farmacéuticos a base de aceite para la administracion de las
secuencias de acido nucleico que contienen la ID SEC. N°: 1. Las suspensiones a base de aceite se pueden formular
suspendiendo un agente activo en un aceite vegetal, como aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo o
aceite de coco, 0 en un aceite mineral como parafina liquida, o una mezcla de estos. Ver por €j. la Patente USA N°
5716 928, que describe el uso de aceites esenciales o componentes de aceites esenciales para mejorar la
biodisponibilidad y reducir la variabilidad entre sujetos y en un mismo sujeto de los compuestos farmacéuticos
hidréfobos administrados por via oral (ver también la Patente USA N° 5 858 401). Las suspensiones en aceite pueden
contener un agente espesante, como cera de abejas, parafina dura o alcohol cetilico. Se pueden afiadir agentes
edulcorantes para proporcionar una preparacion oral apetecible, como glicerol, sorbitol o sacarosa. Estas
formulaciones se pueden preservar afiadiendo un antioxidante como acido ascérbico. Como ejemplo de un vehiculo
de aceite inyectable, ver Minto, J. Pharmacol. Exp. Ther. 281:93-102, 1997.

Las formulaciones farmacéuticas también pueden adoptar la forma de emulsiones de aceite en agua.

La fase oleosa puede ser un aceite vegetal o un aceite mineral, descrito en el presente documento, o una mezcla de
estos. Entre los agentes emulsionantes adecuados se incluyen gomas naturalmente presentes, como goma de acacia
y goma de tragacanto, fosfatidas naturalmente presentes, como lecitina de soja, ésteres o ésteres parciales obtenidos
de acidos grasos y anhidridos de hexitol, como monooleato de sorbitano, y productos de condensacién de estos
ésteres parciales con 6xido de etileno, como monooleato de sorbitano polioxietilenado. La emulsién también puede
contener agentes edulcorantes y aromatizantes, como en la formacion de jarabes y elixires. Estas formulaciones
también pueden contener un agente demulcente, conservante o colorante. En realizaciones alternativas, las
emulsiones de aceite en agua inyectables que se pueden utilizar en los métodos descritos en el presente documento
comprenden un aceite de parafina, un monooleato de sorbitano, un monooleato de sorbitano etoxilado y/o un trioletato
de sorbitano etoxilado.

Los compuestos farmacéuticos también se pueden administrar por via intranasal, intraocular e intravaginal, incluyendo
supositorios, insuflacion, formulaciones en polvo y aerosol (para ejemplos de inhaladores, ver, por €j. Rohatagi, J. Clin.
Pharmacol. 35:1187-1193, 1995; Tjwa, Ann. Allergy Asthma Immunol. 75:107-111, 1995). Las formulaciones en
supositorios se pueden preparar mezclando el farmaco con un excipiente no irritante adecuado que sea sélido a
temperaturas normales pero liquido a temperaturas corporales y que, por tanto, se fundira en el cuerpo para liberar el
farmaco. Estos materiales son manteca de cacao y polietilenglicoles.

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos pueden ser administrados transdérmicamente, por via topica,
formulados como varillas aplicadoras, soluciones, suspensiones, emulsiones, geles, cremas, pomadas, pastas,
gelatinas, pinturas, polvos y aerosoles.

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos también se pueden administrar como microesferas para la
liberacion lenta en el organismo. Por ejemplo, las microesferas se pueden administrar a través de una inyeccion
intradérmica del farmaco que se libera lentamente de forma subcutanea; ver Rao, J. Biomater Sci. Polym. Ed. 7:623-
645, 1995; como formulaciones en gel biodegradable e inyectable, ver, por ej. Gao, Pharm. Res. 12:857-863, 1995; o
como microesferas para administracién oral, ver, por €j. Eyles, J. Pharm. Pharmacol. 49:669-674, 1997.

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos se pueden administrar parenteralmente, por ejemplo por via
intravenosa (IV) o se pueden administrar en una cavidad corporal o en el lumen de un érgano (por €j. en el pulmon).
Estas formulaciones pueden comprender una solucion de agente activo disuelto en un portador farmacéuticamente
aceptable. Entre los vehiculos y solventes aceptables que se pueden emplear se encuentran el agua y la solucion de
Ringer, un cloruro de sodio isotonico. Ademas, se pueden utilizar aceites fijos estériles como solvente o medio de
suspension. Para este efecto se puede emplear cualquier aceite fijo suave que incluya mono o diglicéridos sintéticos.
Ademas, también se pueden utilizar acidos grasos como acido oleico en la preparacion de inyectables. Estas
soluciones son estériles y generalmente carecen de materia no deseada. Estas formulaciones pueden ser esterilizadas
con técnicas de esterilizacion convencionales bien conocidas. Las formulaciones pueden contener las sustancias
auxiliares farmacéuticamente aceptables que puedan ser necesarias para aproximar condiciones fisiolégicas como el
ajuste del pH y agentes tampon, agentes de ajuste de la toxicidad, como acetato de sodio, cloruro sédico, cloruro
potasico, cloruro calcico, lactato de sodio y similares. La concentracion de agente activo en estas formulaciones puede
variar ampliamente y se seleccionara sobre todo basandose en los volimenes de fluido, las viscosidades, el peso
corporal y similares, de conformidad con el modo de administracion particular seleccionado y con las necesidades del
paciente. Para la administracion IV, la formulacion puede ser una preparacion inyectable estéril, como una suspensién
oleaginosa o0 acuosa inyectable estéril. Esta suspension se puede formular utilizando agentes dispersantes o
humectantes y los agentes de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 743 600 T3

suspension en un disolvente o diluyente no téxico parenteralmente aceptable, como una solucién de 1,3-butanediol.
La administracion se puede realizar por un bolo o por infusién continua (por ej. introduccion sustancialmente
ininterrumpida en un vaso sanguineo durante un periodo de tiempo especificado).

En algunas realizaciones, los compuestos farmacéuticos y las formulaciones pueden ser liofilizados. Se pueden
producir formulaciones liofilizadas estables que comprenden un &cido nucleico, liofilizando una solucion que
comprende un producto farmacéutico descrito en el presente documento, que incluye un acido nucleico que contiene
la ID SEC. N° 1y un agente de carga, por ejemplo manitol, trehalosa, raffmosa y sacarosa o mezclas de estos. Un
proceso para preparar una formulacion liofilizada estable puede incluir la liofilizaciéon de una soluciéon de unos 2,5
mg/mL de proteina, unos 15 mg/mL de sacarosa, unos 19 mg/mL de NaCl, y un tampén de citrato sodico que tiene un
pH superior a 5.5 pero inferior a 6.5. Ver, por ej. US 2004/0028670.

Las composiciones y formulaciones se pueden administrar utilizando liposomas. Utilizando liposomas, particularmente
cuando la superficie del liposoma porta ligandos especificos para las células diana o cuando estan preferiblemente
dirigidos de otro modo a un érgano especifico, es posible centrarse en la administracion del agente activo en las células
diana in vivo. Ver por gj. las Patentes USA N° 6.063.400 y 6.007.839; Al-Muhammed, J. Microencapsul. 13:293-306,
1996; Chonn, Curr. Opin. Biotechnol. 6:698-708, 1995; Ostro, Am. J. Hosp. Pharm. 46:1576-1587, 1989. A efectos de
la presente invencion, el término "liposoma" significa una vesicula compuesta por lipidos anfifilicos dispuestos en una
bicapa o bicapas. Los liposomas son vesiculas unilaminares o multilaminares que tienen una membrana formada de
un material lipofilico y un interior acuoso que contiene la composicion a administrar. Los liposomas catidnicos son
liposomas de carga positiva que se cree que interactian con las moléculas de ADN de carga negativa para formar un
complejo estable. Se cree que los liposomas sensibles al pH o de carga negativa atrapan el ADN en lugar de formar
un complejo con este. Tanto los liposomas catiénicos como los no catiénicos han sido utilizados para administrar ADN
a las células.

Los liposomas también pueden incluir liposomas "estabilizados estéricamente», es decir liposomas que comprenden
uno o mas lipidos especializados. Cuando se incorporan a los liposomas, estos lipidos especializados dan lugar a
liposomas con unos tiempos de vida de circulacion mejorados en comparacion con los liposomas que carecen de
estos lipidos especializados. Ejemplos de liposomas estabilizados estéricamente son aquellos en los que parte de la
porcion del lipido que forma la vesicula del liposoma comprende uno o mas glicolipidos o se obtiene con uno 0 mas
polimeros hidréfilos, como una fraccion de polietilenglicol (PEG). Los liposomas y sus usos también se describen en
la Patente USA N° 6.287.860.

Acido nucleico para el uso en métodos de tratamiento de la aterosclerosis

En el presente documento se proporciona un acido nucleico para el uso en métodos de tratamiento o el retraso de la
aparicion de aterosclerosis en un sujeto que incluye la administracion al sujeto de un acido nucleico que comprende
la secuencia del miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1) (por €j. una secuencia que contiene la ID SEC. N°: 2 o ID SEC. N°:
3).

El sujeto que puede ser tratado con el acido nucleico para el uso en los métodos de la presente invencion, al que se
le puede haber diagnosticado previamente aterosclerosis, puede presentar uno o mas (por €j. dos, tres, cuatro o cinco)
sintomas de aterosclerosis, puede tener mayor riesgo de desarrollar una aterosclerosis, puede estar ingresado en un
centro médico (por ej. una unidad de cuidados intensivos), puede estar en una fase temprana de una aterosclerosis o
puede estar en una fase tardia de una aterosclerosis. El sujeto puede ser un hombre, una mujer, un nifio o un bebé.

El sujeto puede comenzar a recibir tratamiento en un plazo de al menos 48 horas, 36 horas, 24 horas, 20 horas, 16
horas, 12 horas o0 6 horas desde su presentacién ante un profesional de la salud o en un centro médico. En algunos
ejemplos, el sujeto puede ya estar ingresado en un centro de atencion sanitaria. El sujeto puede recibir tratamiento
antes de que presente cualquier sintoma, antes de un diagnéstico de aterosclerosis, tras la indicacion de que el sujeto
tiene un riesgo aumentado de desarrollar una aterosclerosis, en una fase intermedia de la enfermedad (por ej. tras la
presentacion de uno o mas sintomas de aterosclerosis) o en una fase tardia de la enfermedad (por ej. tras la
presentacion de uno o mas sintomas graves de aterosclerosis que requieren el ingreso en un centro de atencién
sanitaria). El tratamiento puede ser realizado por un profesional de la salud (por ej. un médico, un enfermero o un
asistente) o por el sujeto.

Un profesional de la salud puede valorar el efecto del tratamiento observando o midiendo uno o mas (por €j. dos, tres,
cuatro o cinco) sintomas de aterosclerosis en un sujeto. Algunos ejemplos de sintomas de enfermedades inflamatorias
vasculares se describen como parte de la divulgacion y se pueden medir mediante un examen fisico. Otros métodos
moleculares para determinar la gravedad de una enfermedad inflamatoria vascular son conocidos en la técnica y
también pueden ser utilizados para valorar la eficacia del tratamiento en un sujeto (por €j. niveles en suero de proteina
C-reactiva y citoquinas inflamatorias, como TNF-a o IL-1). El profesional de la salud puede ajustar la frecuencia, dosis
o duracién del tratamiento basandose en la valoracion y en la medicién de uno o mas (por €j. dos, tres, cuatro o cinco)
sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular en un sujeto durante el tratamiento.

Un acido nucleico que contiene la secuencia de ID SEC. N°: 1 para el uso en un método de tratamiento de la
aterosclerosis puede ser administrado para tratamientos profilacticos y/o terapéuticos. En algunas realizaciones, para
aplicaciones terapéuticas, el acido nucleico para el uso en un método de tratamiento de la ateroesclerosis se administra
a un sujeto que padece aterosclerosis, 0 un sujeto que corre el riesgo de desarrollar aterosclerosis, en una cantidad
suficiente para reducir (el nimero, la gravedad y/o la duracién), o para detener parcialmente, uno o mas sintomas (por
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ej. dos, tres, cuatro, cinco o seis) de la aterosclerosis; esto se puede denominar una cantidad terapéuticamente
efectiva. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se administran composiciones farmacéuticas que incluyen un acido
nucleico que contiene la totalidad o una parte de la ID SEC. N°: 1 en una cantidad suficiente para reducir (por €j. una
reduccion significativa de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) la adhesion leucocitaria al endotelio del sujeto, reducir (por ej. una reduccion significativa
de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 15%, 80%, 85%, 90%,
0 95%) la extravasacion leucocitaria del endotelio del sujeto, reducir (por ej. una reduccion significativa de al menos el
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95%) la
expresion (proteina o ARNm) de VCAM-1, E-selectina, y/o ICAM-1 en el endotelio del paciente, reducir (por ej. una
reduccion significativa de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, o0 95%) la expresién (proteina o ARNm) de importina-a3 en el endotelio del sujeto, y/o reducir
(por €j. una reduccion significativa de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) la importacién de la subunidad p65 y/o p50 de NF-PB en el nlcleo de una
célula endotelial del sujeto en comparacion con un sujeto de control (por €j. un sujeto al que no se le ha administrado
el acido nucleico o el mismo sujeto antes del tratamiento con el cido nucleico).

La cantidad del acido nucleico adecuada para conseguir esto es una dosis terapéuticamente efectiva. El programa de
dosificacién y las cantidades efectivas para este uso, es decir la posologia, dependera de diversos factores, incluyendo
la fase de la enfermedad o condicion, la gravedad de la enfermedad o condicién, el estado de salud general del
paciente, el estado fisico del paciente, su edad y similares. Para calcular la posologia para un paciente también se
tiene en cuenta el modo de administracién.

Para la posologia también se tienen en cuenta parametros farmacocinéticos bien conocidos en la técnica, es decir la
tasa de absorcion activa del agente, la biodisponibilidad, el metabolismo, la eliminacién y similares (ver, por €j. Hidalgo-
Aragones, J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 58:611-617, 1996; Groning, Pharmazie 51:337-341,1996; Fotherby,
Contraception 54:59-69, 1996; Johnson,/. Pharm. Sci. 84:1144-1146, 1995; Rohatagi, Pharmazie 50:610-613, 1995;
Brophy,Eur. J. Clin. Pharmacol. 24:103-108, 1983; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed., 2005).
El estado de la técnica permite al profesional de la salud determinar la posologia para cada paciente individual, agente
activo y enfermedad o condicién tratada. Se pueden utilizar directrices proporcionadas para composiciones similares
utilizadas como productos farmacéuticos a modo de guia para determinar la posologia, es decir para determinar si el
programa y los niveles de dosificacion administrados para la practica de los métodos descritos en el presente
documento son correctos y apropiados.

Se puede realizar una Unica o mdltiples administraciones de las formulaciones dependiendo, por ej. de la dosis y
frecuencia necesarias y toleradas por el paciente, el grado y cantidad de efecto terapéutico generado tras cada
administracion (por ej. el efecto sobre uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular) y similares. Las
formulaciones deberan proporcionar una cantidad suficiente de agente activo para tratar de forma eficaz, mejorar o
retrasar la aparicion de aterosclerosis 0 uno o mas (por ej. dos, tres, cuatro, cinco o seis) de sus sintomas.

Uno o mas (por €j. dos, tres cuatro o cinco) acidos nucleicos descritos en el presente documento y, opcionalmente,
uno o mas (por ej. dos, tres, cuatro o cinco) agentes antiinflamatorios adicionales (descritos a continuacién) pueden
ser administrados por via parenteral, intramuscular, subcutanea, arterial, intravenosa, topica, oral, o mediante
administracion local, por ejemplo con un aerosol o por via transdérmica, al sujeto.

Al sujeto se le puede administrar el acido nucleico una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia, cuatro veces al
dia, una vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana, una vez al mes,
dos veces al mes, tres veces al mes, cuatro veces al mes, cinco veces al mes, seis veces al mes, siete veces al mes,
ocho veces al mes, una vez cada dos meses, una vez al afio, dos veces al afo, tres veces al afio o cuatro veces al
afo. Al sujeto se le puede administrar el acido nucleico de forma continuada (por ej. durante al menos 5 minutos, 10
minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas 0 1 semana)
por via intravenosa.

En realizaciones alternativas, las formulaciones farmacéuticas para administracion oral contienen una cantidad diaria
de entre unos 1 y 100 o mas mg por kg de peso corporal por dia. Se pueden utilizar dosis mas bajas, a diferencia de
la administracion oral, en el torrente sanguineo, en una cavidad corporal o en el lumen de un érgano (por e€j. en el
pulmdn). Por ejemplo se puede administrar una dosis aproximada de 0,1 a 80,0,1a70,0,1a60,0,1a50,1a40,1a
30,1a20,01al1l5 01a10 00,1 a5 mg por kg de peso corporal por dia al sujeto. Se pueden utilizar dosis
significativamente superiores en la administracion tépica u oral o en la administraciéon en polvo, aerosol o inhalacion.
Los métodos reales para preparar formulaciones administrables por via parenteral y no parenteral son bien conocidas
o resultaran evidentes para los expertos en la técnica y se describen detalladamente en publicaciones como
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 212 ed., 2005.

Diversos estudios, incluyendo los datos del modelo animal proporcionados en el presente documento, han
documentado una administracion de dosis efectiva en mamiferos utilizando secuencias de acido nucleico. Por ejemplo,
Esau C., et al.,, Cell Metabolism, 3(2):87-98, 2006, documenté una administracién a ratones normales de dosis
intraperitoneales de un oligonucledtido antisentido miR-122 en un rango de 12,5 a 75 mg/kg dos veces a la semana
durante 4 semanas. Los ratones estaban sanos y en condiciones normales al final del tratamiento, sin pérdida de peso
corporal ni reduccién de los alimentos ingeridos. Los niveles plasmaticos de transaminasas se encontraban dentro del
rango normal (AST ¥, 45, ALT ¥, 35) para todas las dosis con la excepcién de la dosis de 75 mg/kg de miR-122 ASO,
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donde se registré un incremento muy leve de los niveles de ALT y AST. Concluyeron que 50 mg/kg era una dosis
efectiva y no téxica. Otro estudio de Krutzfeldt J., et al., Nature 438, 685-689, 2005, inyect6é un acido nucleico para
silenciar miR-122 en ratones utilizando una dosis total de 80, 160 o0 240 mg por kg de peso corporal. La dosis mas alta
provoco una pérdida completa de la sefial de miR-122. En otro estudio, los acidos nucleicos bloqueados («<LNA») se
aplicaron con éxito en primates para silenciar miR-122. Elmen et al., Nature 452, 896-899, 2008, expone que una
silenciacion eficiente de miR-122 se consiguio en primates con tres dosis de 10 mg por kg de LNA-anti-miR, lo que
provocé una reduccion duradera y reversible del colesterol plasmatico total sin ninguna evidencia de toxicidades
asociadas a los LNA ni cambios histopatolégicos en los animales del estudio.

En algunas realizaciones, los métodos descritos en el presente pueden incluir la administraciéon conjunta con otros
farmacos o productos farmacéuticos, por ejemplo uno o mas (por €j. dos, tres, cuatro o cinco) agentes antiinflamatorios
adicionales (por ej. corticosteroides, agentes inmunosupresores, antagonistas del TNF-a, como etanercept, infliximab,
0 adalimumab, y antagonistas de la IL-1, como anakinra). Por ejemplo, los acidos nucleicos proporcionados se pueden
administrar conjuntamente con agentes adicionales para tratar o reducir el riesgo de desarrollar una enfermedad
inflamatoria vascular descrita en el presente documento. En la técnica se conocen varios agentes Utiles para el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria vascular.

El agente o los agentes antiinflamatorios adicionales se pueden administrar al sujeto en una dosis de entre 0,1 a 100,
0,1a80,0,1a70,0,1a260,01a50,1a40,1a30,1a20,0,1a15,0,1a10,00,1a5 mg por kg de peso corporal
por dia, dependiendo del agente especifico y de la via de administracién. El agente o los agentes antiinflamatorios
adicionales se pueden formular junto con uno o mas de los acidos nucleicos descritos en el presente en forma de una
Unica dosis (por ej. un aerosol para inhalacion, una forma sélida para administracién oral o una soluciéon para
administracion intravenosa). En algunas realizaciones, se puede administrar uno o mas de los acidos nucleicos
descritos en el presente documento que contienen la ID SEC. N°: 1 en forma de dosis separada de uno o mas agentes
antiinflamatorios adicionales. En algunas realizaciones, al sujeto se le administra primero al menos una dosis de un
agente antiinflamatorio adicional, antes de la administracién de al menos una dosis de los acidos nucleicos descritos
en el presente documento. En algunas realizaciones, al sujeto se le administra primero al menos una dosis de los
acidos nucleicos descritos en el presente documento, antes de la administracién de al menos una dosis de un agente
antiinflamatorio adicional. En algunas realizaciones, los periodos bioactivos del acido nucleico y del agente
antiinflamatorio adicional se solapan en el sujeto.

Métodos para reducir la sefial de NF-PB en una célula

También se proporcionan métodos para reducir la sefial de NF-PB en una célula (por €j. una célula endotelial),
administrando al menos un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de miR-181b maduro
(ID. SEC. N°: 1), que no forma parte de la invencion. La célula (por ej. una célula endotelial) puede estar presente en
un sujeto o puede ser una célula (por ej. una célula endotelial) que esta presente in vitro (cultivo de tejidos) o una
célula que se extrae de un sujeto y se cultiva en un cultivo de tejidos (por €j. una célula endotelial ex vivo).

Célula en un sujeto

En algunas realizaciones de la divulgacién, la célula (por €. una célula endotelial) se encuentra en un sujeto. Por
ejemplo, un profesional de la salud puede determinar que un sujeto presenta o puede presentar un nivel aumentado
de sefial de NF-PB que contribuye a una condicion patofisioldgica del sujeto (por €j. una o mas de las enfermedades,
como una enfermedad inflamatoria vascular, descritas en el presente documento). En estos casos, un profesional de
la salud puede prescribir un tratamiento del sujeto de acuerdo con los métodos proporcionados. El sujeto puede
presentar uno 0 mas sintomas de esta condicién (por ej. una enfermedad inflamatoria vascular), puede haber sido
previamente diagnosticado que padece esta condicién (por ej. una enfermedad inflamatoria vascular), puede ser
asintomatico pero presentar un riesgo aumentado de desarrollar posteriormente esta condicion (por ej. una
enfermedad inflamatoria vascular), puede encontrarse en una fase temprana de la enfermedad (por ej. una
enfermedad inflamatoria vascular), puede encontrarse en una fase tardia de la enfermedad (por ejemplo una
enfermedad inflamatoria vascular), puede estar ingresado en un centro médico (por €j. un hospital, una unidad de
cuidados intensivos o un centro de atencidn asistida), puede tener diagnosticada una infeccion bacteriana o se puede
sospechar que presenta una infeccion bacteriana. El sujeto también puede presentar una o mas (por €j. dos, tres,
cuatro o cinco) de las caracteristicas siguientes: aumento (por €j. un aumento significativo, como un aumento de al
menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, o
100%) de la adhesién leucocitaria al endotelio de un sujeto, aumento (por €j. un aumento significativo, como un
aumento de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 0 100%) de la extravasacion leucocitaria del endotelio del sujeto, aumento (por ej. un aumento significativo,
como un aumento de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, r 100%) de la expresién (proteina 0 ARNm) de uno o mas de VCAM-1, E-selectina, y ICAM-1 en el
endotelio, aumento (por ej. un aumento significativo, como un aumento de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 100%) de la expresion (proteina 0 ARNm)
de uno 0 mas genes regulados por la actividad de NF-PB, aumento (por ej. un aumento significativo, como un aumento
de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
0 100%) de los niveles de citoquinas proinflamatorias (por €j. IL-1 y TNF-a), y aumento (por ej. un aumento significativo,
como un aumento de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
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85%, 90%, 95%, o0 100%) de los niveles de proteina C-reactiva. El sujeto puede ser un hombre, una mujer, un nifio o
un bebé.

El sujeto puede comenzar a recibir tratamiento en un plazo de al menos 48 horas, 36 horas, 24 horas, 20 horas, 16
horas, 12 horas o 6 horas desde su presentacion ante un profesional de la salud o en un centro médico. El sujeto
puede recibir tratamiento antes de que presente cualquier sintoma, antes de que se diagnostique que tiene una
enfermedad (por ej. una enfermedad inflamatoria avascular), tras la indicacién de que el sujeto tiene un riesgo
aumentado de desarrollar una enfermedad (por ej. una enfermedad inflamatoria avascular), en una fase intermedia de
la enfermedad (por €j. tras el diagnostico o tras la presentacién de uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria
vascular), en una fase tardia de la enfermedad (por ej. tras la presentacién de uno o mas sintomas graves de una
enfermedad inflamatoria vascular que requieren el ingreso en un centro de atencién sanitaria), tras el diagndstico de
una infeccion bacteriana o tras la sospecha de que el sujeto presenta una infeccion bacteriana. El tratamiento puede
ser realizado por un profesional de la salud (por €j. un médico, un enfermero o un asistente) o por el sujeto.

Un profesional de la salud puede valorar el efecto del tratamiento observando o midiendo uno o mas (por €j. dos, tres,
cuatro o cinco) sintomas de una enfermedad (por ej. una enfermedad inflamatoria vascular) en un sujeto. Algunos
ejemplos de sintomas de enfermedades inflamatorias vasculares se describen en el presente documento y se pueden
medir mediante un examen fisico. Otros métodos moleculares para determinar la gravedad de una enfermedad (por
ej. una enfermedad inflamatoria vascular) son conocidos en la técnica y también pueden ser utilizados para valorar la
eficacia del tratamiento en un sujeto (por €j. niveles en suero de proteina C-reactiva y citoquinas proinflamatorias,
como TNF-a e IL-1). Por otra parte, la eficacia del tratamiento se puede valorar determinando si se produce: una
reduccion (por ej. una reduccion significativa, como una reduccién de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o 95%) de la adhesién leucocitaria en el endotelio del
sujeto, una reduccioén (por gj. una reduccion significativa, como una reduccién de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) de la extravasacion leucocitaria del
endotelio del sujeto, una reduccion (por ej. una reduccion significativa, como una reduccion de al menos el 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95%) de la expresién génica
inducida por NF-PB, una reduccién (por ej. una reduccion significativa, como una reduccion de al menos el 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95%) de los niveles de
expresion (proteina o ARNm) de importina-a3, una reduccion (por ej. una reduccion significativa, como una reduccion
de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%)
de los niveles de expresion (proteina o0 ARNm) de uno o mas de ICAM-1, VCAM-1, y E-selectina, o una reduccion (por
€j. una reduccion significativa, como una reduccion de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) de la expresion (proteina 0 ARNm) de uno o mas de los genes
enumerados en la Figura 9A, en comparacién con un sujeto de control que no ha recibido el acido nucleico (por ej. un
sujeto al que no se le ha diagnosticado o que no presenta uno o mas sintomas de una enfermedad inflamatoria vascular
0 el mismo sujeto antes de la administracién del acido nucleico). El profesional de la salud puede ajustar la frecuencia,
dosis o duracion del tratamiento basandose en la valoracion y en la medicion de uno o mas (por €j. dos, tres, cuatro o
cinco) sintomas de una enfermedad (por ej. una enfermedad inflamatoria vascular) en un sujeto durante el tratamiento.

Cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente documento se puede administrar en estos métodos,

gue no forman parte de la invencién. Por otra parte, cualquiera de los programas de dosificacion y administracion
descritos en el presente documento puede ser utilizados en estos métodos que no forman parte de la invencién. Tal y
como se describe en el presente documento, ademas de administrar uno o mas de los acidos nucleicos aqui descritos,
también se puede administrar uno 0 mas agentes antiinflamatorios al sujeto. Cualquiera de las formulaciones,
composiciones, programas de administracion y dosificacion descritos en el presente pueden puede ser utilizados en
estos métodos, entre otros, que no forman parte de la invencion.

Célula in vitro y ex vivo

Tal y como se ha indicado anteriormente, la célula (por ej. una célula endotelial) a la que se administra un acido
nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de miR-181b maduro (ID SEC. N°: 1) puede estar
presente in vivo o puede haber sido extraida previamente de un sujeto y tratada con el acido nucleico en un cultivo de
tejido (ex vivo). Una célula (por ej. una célula endotelial) extraida del sujeto y a la que se le administra el &cido nucleico
en un cultivo de tejido puede ser implantada en un sujeto tras dicha administracion. Por ejemplo, la célula extraida
(por €j. una célula endotelial) puede ser cultivada en presencia de acido nucleico durante al menos 6 horas, 12 horas,
18 horas, 24 horas, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias 0 1 semana, antes de volver a implantar la célula en el sujeto. La
célula extraida del sujeto también puede ser sometida a transfeccion con otro acido nucleico para inducir la expresion
de una proteina terapéutica (por ej. una proteina que reduce la inflamacién en un sujeto).

Un experto en la técnica podra determinar facilmente la cantidad de acido nucleico necesaria para conseguir una
reduccion de la sefial de NF-PB en la célula (por ej. célula endotelial). En la memoria se describen algunos ejemplos
de métodos que son conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede observar una reduccion de la sefial de NF-PB
por: una reduccion (por ej. una reduccion significativa, como una reduccién de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) de la expresiéon génica inducida por NF-
PB, una reduccién (por ej. una reduccion significativa, como una reduccion de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 0 95%) de la translocacién nuclear de NF-PB, y
una reduccién (por ej. una reduccion significativa, como una reduccién de al menos el 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
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35%, 40%, 45%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, o0 95%) de la unién de NF-PB a sus elementos
promotores en comparacién con células de control (por gj. células de control tratadas con un agente que estimula la
actividad de sefial de NF-PB, como TNF-a).

Cualquiera de los acidos nucleicos o composiciones descritos en el presente documento se puede administrar en
estos métodos.

Ejemplos

La invencion se describe también en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion descrita en las
reivindicaciones. Todos los ejemplos que no entran en el alcance de las reivindicaciones se facilitan solo con fines
comparativos.

Ejemplo 1. MiR-181b es un regulador critico de la activacion de la célula endotelial mediada por NF-PB y de la
inflamacién vascular in vivo.

La expresion de MiR-181b en células endoteliales esta regulada por el TNF-a.

En un intento de identificar como los estimulos proinflamatorios regulan la funcion endotelial, se realizaron estudios
de caracterizacion de miR por microarray utilizando ARN de HUVEC expuestas al vehiculo solamente o al TNF-a
durante 24 h. Se observo un aumento de la expresion de miR-181b asociado al tratamiento con TNF-a de las HUVEC.
Utilizando el andlisis de PCR en tiempo real, se verificd la induccion de miR-181b en HUVEC en respuesta a la
exposicion al TNF-a: un aumento en la expresion de aproximadamente 1,3 veces a las 24 h (Figura 1A).
Sorprendentemente, los puntos temporales anteriores (a 1 y 4 h) revelaron que el TNF-a inhibia la expresién de miR-
181b en un 31% y 24%, respectivamente (Figura 1A).

El miR-181b pertenece a la familia de miR-181, que se compone de cuatro miARN maduros: miR-181a, miR-181b,
miR-181c, y miR-181d. Estas secuencias maduras estan codificadas por seis secuencias de miARN primarias
ubicadas en tres cromosomas diferentes. Se determiné que la expresion de miR-181b era aproximadamente 12 veces
mas elevada que la de miR-181ay 274 veces mas elevada que la de miR-181C (Figura 1B). Dado que el nivel de (pri)-
miR-181d primario era muy bajo, el nivel de este miR-181d maduro no se examind. Colectivamente, estos datos
sugieren que miR-181b es el miembro de la familia de miR-181 que se expresa dominantemente en las HUVEC y que
tiene un patron de expresion bimodal en respuesta a la estimulacion por la citoquina inflamatoria TNF-a.

MiR-181b inhibe la expresiéon inducida por TNF-a de las moléculas de adhesiéon e inhibe la adhesion
leucocitaria a monocapas de EC activadas.

Para valorar el potencial papel de miR-181b en la activacién endotelial, se examind el efecto de miR-181b en la
expresion génica inducida por TNF-a utilizando experimentos de ganancia y pérdida de funcion. La sobreexpresion de
miR-181b inhibio la expresion de proteina VCAM-1, E-selectina e ICAM-1 inducida por TNF-a en un 89%, 52% y 36%,
respectivamente, mientras que los inhibidores de miR-181b (antagonista complementario) aumentaron su expresion
en un 138%, 53% y 31%, respectivamente (Figura C). En coherencia con estos resultados, los niveles de ARNm de
VCAM-1, E-selectina e ICAM-1 fueron inferiores en las células que sobreexpresan miR-181b que en las células que
sobreexpresan el control negativo de miARN; ademas, estos niveles de ARNm eran superiores en presencia del
inhibidor de miR-181b (Figura D). Tras 1 h de tratamiento con TNF-a, las células que sobreexpresan miR-181b
presentaban unos niveles reducidos de ARNm de VCAM-1, E-selectina e ICAM-1 (en un 69%, 65% y 57%,
respectivamente); tras 4 h de tratamiento con TNF-q, los niveles eran del 74%, 41% y 17%, respectivamente. Por el
contrario, en las células sometidas a transfeccion con inhibidores de miR-181b, el ARNm de VCAM-1 inducido por
TNF-a aumentoé en un 62% tras 1 h de tratamiento con TNF-q, y tras 3 h de tratamiento con TNF-q, los niveles de
ARNm de VCAM-1, E-selectina e ICAM-1 aumentaron en un 35%, 52% y 34%, respectivamente (Figura 1D). Los
efectos de miR-181b sobre los niveles de VCAM-1, E-selectina e ICAM-1 soluble en el medio de cultivo, medido por
ELISA, también fueron coherentes con sus efectos sobre la expresién de ARNm y de proteina de estas moléculas de
adhesion (Figura 1E). Del mismo modo, miR-181b también redujo la expresion de VCAM-1 tanto en el nivel de proteina
como de ARNm en las HUVEC en respuesta al tratamiento con LPS (Figura 2A-C) y la expresion de ARNm de E-
selectina y ARNm de ICAM-1 (Figura 2C).

Teniendo en cuenta la conclusion de que la expresién de VCAM-1 era muy sensible a miR-181b, se realizaron
experimentos para determinar si el gen de VCAM-1 podria ser una diana directa de miR. Sin embargo, la
sobreexpresion de miR-181b no redujo la actividad de luciferasa de una estructura de 3-UTR de VCAM-1, lo que
sugiere que la regién 3-UTR de VCAM-1 no es una diana directa de miR-181b (Figura 2D). Dado que VCAM-1, E-
selectina e ICAM-1 son moléculas proinflamatorias tipicas inducidas por TNF-a, estos datos sugirieron que miR-181b
puede participar en la regulacion de la activacion de la célula endotelial. Para investigar si miR-181a, el siguiente
miembro de la familia miR-181 con unos niveles de expresién mas elevados en HUVEC, era capaz de provocar el
mismo efecto sobre la expresién génica inducida por TNF-a que miR-181b, las HUVEC se sometieron a transfeccion
con un control negativo de mi ARN, miR-181a, o miR-181b a diferentes concentraciones en presencia o ausencia de
TNF-a, y se recogieron para un andlisis por transferencia western blot para determinar la expresién de VCAM-1. Como
se muestra en la Figura 2E, miR-181a inhibi6 la expresion de VCAM-1 inducida por TNF-a en menor medida que miR-
181b a todas las concentraciones examinadas.
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En respuesta a la activacion de las células endoteliales, las moléculas de adhesion, como VCAM-1, E-selectina e
ICAM-1, actian para iniciar, promover y sostener la adherencia leucocitaria al endotelio vascular. Para determinar la
consecuencia funcional de los efectos de miR-181b sobre la expresién de la molécula de adhesion, se realizaron
ensayos de adhesion celular in vitro para valorar las interacciones entre los leucocitos y las células endoteliales. Como
se preveia, el tratamiento con TNF-a aumento significativamente las capacidades de adhesion de las células THP-1 a
HUVEC sometidas a transfeccion con miméticos de ARNm de control no especificos (NS). Sin embargo, la adhesion
se redujo de forma significativa (en un 44%) con la sobreexpresion de miR-181b, mientras que la inhibicién de miR-
181b aumentd la adherencia en un 50% (Figura 1F). Conjuntamente, estas conclusiones demuestran que miR-181b
es capaz de afectar negativamente a la expresion de moléculas de adhesién fundamentales inducidas por estimulos
proinflamatorios y que miR-181b regula dinamicamente la adhesion de leucocitos a monocapas de EC estimuladas.

MiR-181b contiene la expresion inducida por TNF-a de las moléculas de adhesion in vivo.

Se realizaron experimentos para determinar si la administracion sistémica de miR-181b podria inhibir la expresion
génica in vivo inducida por TNF-a. Se utilizé con éxito un atelocolageno, un colageno tipo | de bovino altamente
purificado, para trasladar el ADN plasmidico, siARN y miARN a las células in vitro e in vivo (Ochiya et al., Nature Med.
5:707-710, 1999; Sano et al., Adv. Drug Deliv. Rev. 55:1651-1677, 2003; Takeshita et al., Methods Mol. Biol. 487:83-
92, 2009; Takeshita et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 102:12177-12182, 2005; Takeshita et al., Mol. Ther. 18:181-
187,2010; Tazawa et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 104:15472-15477, 2007). Para valorar los efectos de los
miméticos de miR-181b sobre la expresion de VCAM-1 inducida por TNF-a in vivo, se mezclé miR-181b o un mimético
de control no especifico con atelocolageno y se inyectd en la vena de la cola 24 h antes del tratamiento con TNF-a.
Primero se examind la expresion de proteina VCAM-1 en los tejidos pulmonares. Cuatro horas después de la inyeccion
de TNF-a i.p., se observé una induccion de VCAM-1 de unas 3,4 veces en los tejidos pulmonares en presencia de
miméticos de control no especificos. Por el contrario, la administracion de miR-181b redujo claramente la induccién
de la expresion de la proteina VCAM-1 (hasta unas dos veces) (Figura 3A) y la expresion de ARNm de VCAM-1 en el
pulmén, la aorta, el corazon, el higado y el bazo (Figura 3B). La expresion de ARNm de E-selectina también se redujo
de forma significativa en el pulmén, el higado y el bazo (Figura 4A), mientras que el ARNm de ICAM-1 se redujo solo
en el bazo (Figura 4B).

Para volver a verificar los efectos observados sobre la expresién de VCAM-1, se examinaron secciones del pulmoén y
la aorta descendente por técnicas inmunohistoquimicas. El endotelio del pulmén y la aorta de los ratones en el que se
habia inyectado un control negativo de miARN mostré una fuerte expresion de VCAM-1 en respuesta al TNF-a (Figuras
3C-E). Por el contrario, la administracion sistémica de miméticos de miR-181b redujo la induccién de la expresién de
VCAM-1 en el endotelio del pulmén y la aorta (aproximadamente en un 86% y un 80%, respectivamente (Figuras 3C-
E). En particular, la expresion de miR-181b en la intima de las aortas extirpadas de los ratones inyectados con miR-
181b era unas 8 veces superior que en los ratones inyectados con control negativo de miARN, medido por qPCR en
tiempo real (Figura 4C). No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion de miR-181b en la
media y la adventicia de los ratones inyectados con miR-181b o control negativo de miARN (Figura 4C). En resumen,
estos datos demostraron que los miméticos de miR-181b administrados sistémicamente estaban eficazmente
enriquecidos en las células endoteliales e inhibian la expresion de moléculas de adhesion inducidas por TNF-a in vivo.

MiR-181b inhibe la via de sefial de NF-PB en células endoteliales activadas.

En respuesta a estimulos proinflamatorios, tanto la via de NF-PB como de la quinasa proteina activada por mitdgenos
(MAP) participan en las respuestas inflamatorias en células endoteliales (Hoefen et al., Vascul. Pharmacol. 38:271-
273, 2002; Kempe et al., Nucleic Acids Res. 33:5308-5319, 2005). Para examinar si miR-181b afecta a la activacion
de NF-PB, se realizaron experimentos para comprobar si miR-181b tiene algun efecto sobre el concatémero de NF-
PB y el promotor-indicador de VCAM-1. Como se muestra en la Figura 3A, el tratamiento de HUVEC con TNF-a indujo
la actividad tanto del concatémero de NF-PB como del promotor-indicador de VCAM-1, y la transfeccién conjunta de
miR-181b atenué de forma significativa esta induccion. Por el contrario, la inhibicion de miR-181B potenci6 la actividad
inducida por TNF-a (Figura 5A). El efecto de miR-181b sobre la acumulaciéon nuclear de NF-PB se determind
posteriormente por inmunotincion para p65. Se observé una reduccion cercana al 40% en la tincién nuclear de p65 en
las HUVEC sometidas a transfeccion con miR-181b, en comparacion con las células sometidas a transfecciéon con
control negativo de miARN (Figura 5B). Tras su liberacién del complejo de IPB, la translocacion de NF-PB del
citoplasma al ndcleo es un paso esencial para la activacion de los genes diana de NF-PB (Oeckinghaus et al., Cold
Spring Harbor Perspect. Biol. 1:a000034, 2009; Vallabhapurapu et al, Annu. Rev. Immunol. 27:693-733, 2009), un
efecto que se puede revelar por la deteccion de los niveles de proteina de p50 y p65 en las fracciones citoplasmatica
y nuclear. Como se muestra en la Figura 5C, las HUVEC que sobreexpresan miR-181b presentaron una expresion
reducida de P65 y p50 en la fraccion nuclear, mientras que la fraccion citoplasmatica mostraba una expresion de p65
y p50 aumentada. Cabe sefialar que no se observaron diferencias significativas entre miR-181b y el control negativo
de miARN sobre la expresién de los componentes secuencia arriba de la via de NF-PB, incluyendo el IPBa fosforilado:
un efecto que sugiere que es poco probable que miR-181b afecte a los receptores de superficie celular o a la activacién
del complejo IKK. Dado que varias quinasas MAP estaban implicadas en la expresion de moléculas de adhesion
inducida por TNF-a, se realizaron experimentos para comprobar si miR-181b tenia algun efecto sobre la activacion de
tres quinasas MAP (quinasa regulada por la sefial extracelular (ERK), p38 y quinasa amino-terminal jun (JNK) en
respuesta al TNF-a. Como se muestra en la Figura 6, la fosforilacion de ERK, p38 y JNK fue fuertemente inducida y
alcanzo6 su nivel maximo 15 min. después del tratamiento con TNF-a. Sin embargo, la sobreexpresion de miR-181b
no tuvo ningun efecto sobre su fosforilacion 5, 15 y 30 minutos después del tratamiento con el TNF-a. Estos datos
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sugieren que el papel inhibidor de miR-181b sobre la expresion génica inducida por el TNF-a se debe principalmente
a sus efectos sobre la via de sefial de NF-PB, al contener la translocacién nuclear de NF-PB.

MiR-181b se dirige directamente a la expresiéon de importina-a3, una proteina critica para la translocacion
nuclear de NF-PB.

Estudios previos han demostrado que los NF-PB son transportados al nicleo a través de un subconjunto de moléculas
de importina-a (Fagerlund et al., J. Biol. Chem. 280:15942-15951, 2005; Fagerlundet al., Cell Signal. 20:1442-1451,
2008). Hay seis paralogos de importina-a en seres humanos (importina-a1, -a3, -04, -a5, -06, y -a7) que se caracterizan
por distintas afinidades con sus sustratos (Kohler et al., Mol. Cell. Biol. 19:7782-7791, 1999). En las células que
sobreexpresan miR-181b, la expresion de importina-a3, pero no la de importina-a1 o importina-a5, se redujo en un
46% en presencia del TNF-a (Figura 7A). La sobreexpresion de miR-181b inhibi6é la actividad de una estructura
indicadora de luciferasa que contenia la region 3-UTR de importina-a3 de forma dependiente de la dosis (Figura 7B).
Por el contrario, la actividad de estructuras de luciferasa que contenian la regién 3'-UTR de importina-a1, -a4 o -a5 no
fue inhibida por la sobreexpresion de miR-181b (Figura 7C).

La deteccion de la diana de miARN de rna22 y el algoritmo de prediccién permite detectar errores de emparejamiento
en el miARN maduro y dirigirse a la secuencia de ARNm diana (Miranda, et al., 2006) y se ha utilizado con éxito para
identificar dianas directas no previstas por otros algoritmos (Lai et al., Mol. Cell 35:610-625, 2009). Para identificar
sitios de unidn adicionales de miR-181b que pueden existir en la region 3'-UTR de la importina-a3, se aplico el algoritmo
de prediccion ma22. Los resultados identificaron ocho potenciales sitios de uniéon de miR-181b en la region de interés
(Figura 8A). La sobreexpresion de miR-181b redujo la actividad de luciferasa en un 31% y un 20%, respectivamente,
para las construcciones de luciferasa-indicador que contenian el sitio de union 1 y el sitio 2, pero no para ninguno de
los restantes potenciales sitios de union (Figura 7D). Las mutaciones dirigidas a sitios del sitio de unién 1y del sitio 2
rescataron los efectos inhibidores mediados por miR-181b sobre estas dos construcciones (Figura 7D). Es interesante
sefialar que el nivel de ARNm de importina-a3 no se vio alterado por la sobreexpresion de miR-181b (Figura 8B): un
efecto indicando que la reduccion de importina-a3 a nivel de proteina se debe probablemente a la inhibicion de la
traduccion y no al deterioro del ARNm.

Para volver a verificar que miR-181b se dirige directamente a la importina-a3, se realizaron estudios de
inmunoprecipitacién de microrribonucleoproteina (miRNP-IP) argonauta 2 (AG02) para valorar si el ARNm de
importina-a3 se enriquecia en el complejo silenciador inducido por ARN tras la sobreexpresion de mi-181b. Se observo
un enriquecimiento de unas 4 veces del ARNm de importina-a3 tras la AGO2 IP en presencia de miR-181b, en
comparacioén con la del control negativo de miARN (Figura 7E). Por el contrario, AGO2 IP no enriquecio el ARNm de
Smadl, un gen que no estaba previsto que fuera una diana de miR-181b (Figura 7E).

Por otra parte, la expresion de importina-a3 que carece de su region 3'-UTR fue capaz de rescatar el efecto inhibidor
de miR-181b sobre la activacion de NF-PB (Figura 7F). Colectivamente estos datos sugieren que miR-181b inhibe la
via de sefial de NF-PB al dirigirse directamente a la expresion de importina-a3.

La sobreexpresion de miR-181b inhibié un conjunto enriquecido de genes regulados por NF-PB en células
endoteliales.

Para identificar sistémicamente objetivos y procesos bioldgicos regulados por miR-181b, los perfiles de expresion
génica de HUVEC sometidos a transfeccién con el control negativo de miARN o miR-181b se analizaron
comparativamente utilizando microarrays del genoma humano completo de Agilent.

Las HUVEC sometidas a transfeccion fueron tratadas con TNF-a durante 4 horas y el ARN total se aislé y procesé
para el analisis de chips de genes. De los aproximadamente 44.000 transcritos analizados, 841 genes fueron regulados
a la bajay 928 genes fueron regulados al alza al menos 1,5 veces en las células con sobreexpresion de miR-181b, en
comparacion con las células de control. Se sabe que mas de 200 de estos genes estan regulados por NF-PB. Por otra
parte, 29 de estos genes estan asociados con la inflamacién y todos fueron inhibidos por la sobreexpresion de miR-
181b. Estos cambios de expresién génica reducida se verificaron por un analisis gPCR (Figuras 9A y 9B). PAI-1, COX-
2, CX3CL-1, y VCAM-1 fueron seleccionados para un posterior andlisis por transferencia western blot para verificar el
cambio direccional concordante en los niveles de proteina (Figura 9C).

Entre los 29 genes regulados por NF-PB inhibidos por miR-181b, algunos representan potenciales dianas directas de
miR-181b; por ej. TIMP3 fue previsto como una diana directa por TargetScan5.1 (Lewis et al., Cell 120:15-20, 2005) y
por algoritmos de PicTar (Krek et al., Nature Genet. 37:495-500, 2005), y EGR3 fue previsto por PicTar (Krek et al.,
2005). Por tanto, la posibilidad de que la reduccion observada de EGR3 y TIMP3 pueda ser una consecuencia del
efecto inhibidor de miR-181b sobre la activacion de NF-PB y/o un efecto directo de miR-181b sobre los 3TJTR de
estos genes no se puede descartar. Para identificar procesos biolégicos altamente regulados en células que
sobreexpresan miR-181b, se realiz6 un andlisis de enriquecimiento de un conjunto de genes (GSEA), un método
computacional que determina si un conjunto definido de genes muestra diferencias significativas entre dos estados
biolégicos (Subramanian et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 102:15545-15550, 2005). Seis procesos bioldgicos
enriquecidos fueron significativamente representados por los genes reducidos en las células que sobreexpresan miR-
181b: respuesta al estimulo de citoquinas; regulacion positiva de la migracion celular; regulacién de la respuesta
inflamatoria; respuesta inflamatoria; quimiotaxis; y cascada de IPB quinasa/NF-PB (Figura 9D). También se
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observaron abundantes dianas que interconectaban con la via de sefial de NF-PB utilizando el programa de analisis
de vias basado en la web Ingenuity. Conjuntamente estos datos sugieren que miR-181b contenia selectivamente un
conjunto enriguecido de genes regulados por NF-PB y componentes de las vias de sefial inflamatorias en respuesta
al TNF-a en las células endoteliales.

MiR-181b inhibe la activacion de las células endoteliales inducida por LPS, la acumulacion leucocitaria y la
inflamacién de las vias respiratorias pulmonares.

La sepsis es un estado médico grave con una incidencia creciente en las Ultimas décadas. Los pacientes con sepsis
también corren el riesgo de sufrir otras complicaciones potencialmente mortales, como un fallo multiorganico. La
endotoxina LPS es un componente de la membrana exterior de las bacterias gramnegativas, que desempefa un
funcién importante en la patogénesis de aproximadamente el 25%-30% de las sepsis (Annane et al., Lancet 365:63-
78, 2005). La LPS induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias criticas, incluyendo el TNF-q, y desencadena un
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. Durante la sepsis, la activacion del endotelio vascular desempefia un
papel critico en la captacion de neutréfilos y monocitos/macréfagos, y en el posterior agravamiento de la respuesta
inflamatoria (Aird, Blood 101:3765-3777, 2003; Woodman et al., Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol. 279:H1338-1345,
2000). Para comprobar si miR-181b contribuye a este proceso, se realizaron algunos experimentos para determinar si
la sobreexpresion in vivo de miR-181b podria reducir la captacion de leucocitos y la activacion de la célula endotelial
en un modelo de inflamacion vascular sistémico inducido por LPs en ratones. La administracion intravenosa in vivo de
miméticos de miR-181b redujo la induccion de la expresion de VCAM-1 en respuesta a la LPS en un 60% (Figura 10A,
10E). El analisis de secciones de los pulmones tomadas de los ratones a los que se les habia inyectado miR-181b
revel6 una reduccién significativa de CD45 (antigeno leucocitario comin) y leucocitos Gr-1 (predominantemente
neutrdéfilo)-positivos (en un 54% y 58%, respectivamente) en respuesta al tratamiento con LPS (Figura 10A, 10C y
10D). Es importante sefialar que el nimero de leucocitos Gr-1-positivos adherentes al endotelio vascular pulmonar se
redujo en un 47% con la sobreexpresion de miR-181b (Figuras 11C y 11D). También se observé una reduccién del
edema intersticial en los pulmones de los ratones en los que se habia sobreexpresado miR-181b (Figura 10A). Se
calcularon las puntuaciones de lesiones pulmonares y los pulmones de los ratones a los que se les habia inyectado
miR-181b mostraban menos dafios (Figura 10B).

La actividad de mileoperoxidasa, que refleja la presencia de la enzima peroxidasa expresada sobre todo en neutrdfilos,
también se redujo por la sobreexpresion de miR-181b. Conjuntamente estos resultados demuestran un papel critico
de miR-181b en la activacion endotelial inducida por endotoxinas y en la acumulacion leucocitaria, y sugieren que la
sobreexpresion de miR-181b podria representar una nueva clase de soluciones terapéuticas para limitar la inflamacién
vascular inducida por endotoxinas.

Para comprobar si miR-181b contribuye a este proceso, se realizaron diversos experimentos para determinar si el
nivel de miR-181b del endotelio podria verse afectado en respuesta a la LPS y si la sobreexpresion in vivo de miR-
181b podria reducir la captacién de leucocitos y la activacion de la EC en un modelo de inflamacién vascular sistémico
inducido por LPS en ratones. Cuatro horas después de la LPS, el nivel de miR-181b se redujo un 50% en la intima
aortica recién aislada, mientras que el tratamiento con TNF-a caus6 una reduccion del 47% (Figura 11A). El ARNm de
VCAM-1 se indujo aproximadamente 5 veces y 7,2 veces con TNF-a y LPS en la intima adrtica recién aislada (Figura
11B).

La activacion celular endotelial sostenida contribuye negativamente a la patogénesis de las enfermedades
inflamatorias tanto agudas como crénicas. Tal y como se ha demostrado en el presente documento, miR-181b se
regula dinamicamente en respuesta a estimulos proinflamatorios y sirve para contener la expresién de un conjunto
enriquecido de genes diana de NF-PB asociados con enfermedades inflamatorias, como moléculas de adhesion (por
ej. VCAM-1 y E-selectina), quimioquinas y receptores de quimioquinas (por ej. CCL1, CCL7, CX3CL1, CXCL1, y
CCR2), y otros mediadores inflamatorios clave (por ej. COX-2, PAI-1, EGR, y TRAF1). Por otra parte, los datos
muestran que miR-181b se dirige directamente a la importina-a3, un efecto que inhibe la acumulacién nuclear de p50
y p65. Por (ltimo, la administracion de miméticos de miR-181b también redujo la expresién de moléculas de adhesion,
la acumulacion leucocitaria y la inflamacion vascular in vivo. Por tanto, estos estudios identifican el miR-181b como un
regulador de la activacion celular endotelial in vitro e in vivo.

miR-181b se identifica en el presente como un MIARN sensible a citoquinas que regula la expresién de genes
regulados por NF-PB claves, que participan en la respuesta endotelial a la inflamacién in vitro e in vivo. Estas
conclusiones también revelaron un papel mecanicista nuevo e inesperado de este miARN al dirigirse secuencia abajo
a la sefial de NF-PB dirigiéndose directamente a la importina-a3. Estos estudios respaldan el uso de miR-181b como
agente que puede controlar aspectos criticos de la homeostasis de la célula endotelial en condiciones fisiolégicas o
patolégicas.

Materiales y métodos
Reactivos y anticuerpos

El control negativo Pre-miR tefiido con Cy3 #1(AM17120), moléculas precursoras de miARN Pre-miR-control negativo
#1 (AMI 7110), moléculas precursoras de mi ARN Pre-miR-miR-181b (PM12442), inhibidores de miARN Anti-miR -
control negativo #1(AM17010), e inhibidor de miR-181b (AM12442) eran de Ambion. Para los estudios in vivo, los
oligébmeros con la misma secuencia de sintetizaron a mayor escala. Anti-p65 (sc-8008), anti-p50 (sc-8414), anti-IKKa
(sc-7182), anti-IKKy (sc-8330), VCAM-1 cabra anti-ratén (sc-1504), VCAM-1 ratén anti-humano (sc-13160), IgG-HRP
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cabra anti-raton (sc-2005), IgG-HRP cabra anti-conejo (sc-2004), IgY- HRP cabra anti-pollo (sc-2901), IgG-HRP burro
anti-cabra (sc-2020) eran de Santa Cruz Biotechnology. La IgG de cabra anti-ratén conjugada con Cy5 era de Jackson
ImmunoResearch. Anti-fosfo-p38 MAPK (Thrl80/Tyrl82) (4511), anti-fosfo- SAPK/INK (Thrl 83/Tyrl 85) (4668), anti-
fosfo-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) (4370), anti-p38 MAPK (9212), anti-SAPK/JNK (9258), anti-IPBa (4814), anti-§3-
actina (4970), anti-Histona H3 (9715), anti-IKK(3 (2370), anti-p44/42 (9107), anti-fosfo- IPBa (2859), anti-Cox-2 (4842)
eran de Cell Signaling. Anti-importina-a1 (D168-3), anti-importina-a3 (D169-3), anti-importina-a5/7 (D170-3) eran de
MBL, Medical & Biological Laboratories. La E-selectiva monoclonal anti-humano (CD62E) (S9555) era de Sigma. El
anticuerpo monoclonal de E-selectina anti-humano (BBA16), IgG-HRP anti-rata (HAF005), ICAM-1 anti-humano/CD54
Clon BBIG-I1 (BBA3), PAI-1 anti-humano (MAB1786) eran de R&D Systems. Anti-CX3CL-1 (14-7986) era de
eBioscience. Anti-Ly-6G y Ly-6C/Gr-1 (550291), y anti-CD45 (550539) eran de BD Pharmingen.

Cultivo celular y transfeccién

Las células THP-1 eran de ATCC y se cultivaron en un medio RPMI-1640 formulado por ATCC (30-2001)
suplementado con un 10% de suero bovino fetal y 0,05 mM de 2-mercaptoetanol. Las HUVEC se obtuvieron de Lonza
(cc-2159) y se cultivaron en un medio de cultivo de células endoteliales EGM-2 (cc-3162). Para todos los experimentos
se utilizaron células con menos de cinco pases. Para la transfeccion se utilizé el reactivo de transfeccién Lipofectamine
2000 de Invitrogen, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se dej6 que las células crecieran durante 36 h antes del
tratamiento con 10 ng/ml de TNF-a humano recombinante de R&D Sistems (210-TA/CF) varias veces, en funcion del
experimento: transferencia western blot 8 h; gPCR en tiempo real, 1, 3, 4, 0 16 h; o ELISA, 16 h.

Estructuras

El gen miR-181b humano, incluyendo las regiones flanqueantes 96 bp secuencia arriba y 241 bp secuencia abajo de
su secuencia de tallo-bucle, fue amplificado por PCR a partir de ADN genémico humano (Promega) utilizando la mezcla
de enzimas Platinum PCR SuperMix High Fidelity Tag-based (Invitrogen). El fragmento resultante fue subclonado en
el vector pcDNA3.1 (+) para generar el plasmido pcDNA3.1(+)-miR-181b. Se utilizaron los cebadores 5'-
CCCAAGCTTTGATTGTAC CCTATGGCT-3' (en sentido directo; ID SEC. Neo: 4) y
5CGGGGTACCTGTACGTTTGATGGACAA-3' (en sentido inverso; ID SEC. N°: 5) para amplificar la secuencia que
codifica miR-181b humano.

La region 3'-UTR de los genes para importina-a1, importina-a3, importina-a4, importina-a5, y VCAM-1 se amplificaron
a partir de ADN gendémico humano y se clonaron en el vector pMIR-REPORT Luciferase, entre los sitios de restriccion
Sacl y Mlul (importinas) o los sitios de restriccion Milul y Hindlll (VCAM-1). Los posibles sitios de union de miR-181b de
la region 3'-UTR del gen de importina-a3 se previeron con el algoritmo ma22. Se genero la secuencia del sitio de unién
mutante o silvestre individual alineando los oligonucleoétidos directos e inversos que contenian extremos cohesivos
Spel y Hindlll, seguida de una fosforilacion T4 Polynucleotide Kinase (New England Biolabs). Los oligonucleétidos
bicatenarios se ligaron en el vector pMIR-REPORT Luciferase, entre los sitios de restriccion Spel y Hindlll, utilizando
T4 DNAligase (New England Biolabs). La estructura que contenia ADNc de marco de lectura abierto de importina-a3
se adquirié a OriGene. Los cebadores utilizados se enumeran en la Tabla 1 siguiente.

Tabla 1. Cebadores utilizados para los estudios

Nombre Secuencia (5" -> 3)

Para qPCR en tiempoVCAM-1 F deGTTCCAGCGAGGGTCTACC (ID SEC. N°: 6)
real raton:

VCAM-1 R deAACTCTTGGCAAACATTAGGTGT (ID SEC. N°: 7)
raton:

E-selectina F deATGCCTCGCGCTTTCTCTC (ID SEC. N°: 8)
raton:

E-selectina R delGTAGTCCCGCTGACAGTATGC (ID SEC. Ne: 9)
raton:

ICAM-1 F delGTGATGCTCAGGTATCCATCCA (ID SEC. N°: 10)
raton:

ICAM-1 R delC ACAGTT CT C AAAGC AC AGCG (ID SEC. N°: 11)
raton:
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Actina F de ratonGAAATCGTGCGTGACATCAAAG (ID SEC. Ne°: 12)

Actina R
raton:

de[TGTAGTTTCATGGATGCCACAG (ID SEC. N°: 13)

PAI-1 F humana:|CATCCCCCATCCTACGTGG (ID SEC. N°: 14)

PAI-1 R humana:[CCCCATAGGGTGAGAAAACCA (ID SEC. N°: 15)

VCAM-1 FIGCTGCTCAGATTGGAGACTCA (ID SEC. N°: 16)
humana:

VCAM-1 RICGCTCAGAGGGCTGTCTATC (ID SEC. N°: 17)
humana:

E-selectina FHAATCCAGCCAATGGGTTCG (ID SEC. N°: 18)
humana:

E-selectina RGCTCCCATTAGTTCAAATCCTTCT (ID SEC. N°: 19)
humana:

ICAM-1 FTCTGTGTCCCCCTCAAAAGTC (ID. SEC. N°: 20)
humana:

ICAM-1 RGGGGTCTCTATGCCCAACAA (ID. SEC. N°: 21)
humana:

GAPDH FATGGGGAAGGTGAAGGTCG (ID SEC. N°: 22)
humana:

GAPDH RIGGGGTCATTGATGGCAACAATA (ID SEC. N°: 23)
humana:

Importina-a3 FICCAGTGATCGAAATCCACCAA (ID SEC. N°: 24)
de raton:

Importina-a3 RCGTTTGTTCAGACGTTCCAGAT (ID SEC. N°: 25)
de raton:

Importina-a3 FTCCAGTGATCGAAATCCACCA (ID. SEC. N°: 26)
humana:

Importina-a3 RICATTGGACTGAACTACTGCTTGA (ID. SEC. N°: 27)
humana:

Smadl FGATGCCAGGTAGGTTGGAATG (ID SEC. N°: 28)
humana:
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Smadl R
humana:

CGTGACACTGTGATAACACTGT (ID. SEC. N°: 29)

Oligonucledtidos

Sitio 1 en sentido|
directo:

CTAGTCTTGCTATGAAGCAGTGTGTGAAA (ID SEC. N°: 30)

Sitio 1 en sentido
inverso:

IAGCTTTTCACACACT GCTTCATAGCAAGA (ID. SEC. N°: 31)

Sitio 2 en sentido
directo:

CTAGTATGGACAATGTTGAATGTCA (ID SEC. N°: 32)

Sitio 2 en sentido
inverso:

AGCTTGACATTCATTCAACATTGTCCATA (ID SEC. Ne°: 33)

Sitio 3 en sentido
directo:

CTAGTCTGTGTACGAGAGCGTGGTTGTGA (ID. SEC. N°: 34)

Sitio 3 en sentido
inverso:

AGCTTCACAACCACGCTCTCGTACACAGA (ID SEC. N°: 35)

Sitio 4 en sentido
directo:

CTAGTTGGTTTACTCTGCAGCCTGTGTTA (ID SEC. N°: 36)

Sitio 4 en sentido
inverso:

AGCTT AACACAGGCTGCAGAGTAAACCA A (ID SEC. Ne°: 37)

Sitio 5 en sentido
directo:

CTAGTTGCATTTGCACCAGATGAATGTTA (ID SEC. N°: 38)

Sitio 5 en sentido
inverso:

AGCTTAACATTCATCTGGTGCAAATGCAA (ID SEC. N°: 39)

Sitio 6 en sentido|
directo:

CTAGTTTTCCCTCAAAATAGACTGTGTTA (ID SEC. Ne°: 40)

Sitio 6 en sentido|
inverso:

AGCTTAACACAGTCTATTTTGAGGGAAAA (ID SEC. N°: 41)

Sitio 7 en sentido
directo:

CTAGTATACCGTGCTGTGTTTAAATGTTA (ID SEC. N°: 42)

Sitio 7 en sentido
inverso:

AGCTT AACATTTAAACACAGCACGGTATA (ID SEC. N°: 43)

Sitio 8 en sentido
directo:

CTAGTCTTCCCCTTTGAGCACAAGTGTTA (ID SEC. N°: 44)

Sitio 8 en sentido
inverso:

AGCTTAACACTTGTGCTCAAAGGGGAAG A (ID SEC. N°: 45)

Sitelmut en
sentido directo:

CTAGTCTTGCTATGATAAAGCTTCTGAAA (ID SEC. N°: 46)

Sitelmut en
sentido inverso:

IAGCTTTTCAGAAGCTTTATCATAGCAAGA (ID SEC. N°: 47)

Site2mut en
sentido directo:

CTAGTAGGCTGAATCTTGCCAACATCACA (ID SEC. N°: 48)

Site2mut en
sentido inverso:

AGCTTGTGATGTTGGCAAGATTCAGCCTA (ID SEC. N°: 49)

Para clonacion de 3'

UTR

Importina-a1 en
sentido directo:

IACGAGCTC AT CAT GTAGCT GAGACATAAA TTTG (ID SEC. N°: 50)
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Importina-a1l  enATAACGCGTAGAAAAGGGT GGACTTGAA TGT (ID SEC. N°: 51)
sentido inverso:

Importina-a3 enACGAGCTCAAAGATGTTGTGGAAGTTAG G (ID SEC. N°: 52)
sentido directo:

Importina-a3 enATAACGCGTCACAGCACGGTATTCTACCA C (ID SEC. N°: 53)
sentido inverso:

Importina-o4 enACGAGCTCATTCAGTTGAGTGCAGCATC (ID SEC. N°: 54)
sentido directo:

Importina-o04 enATAACGCGTCCTCTACACAGATCCCTGTC (ID SEC. Ne°: 55)
sentido inverso:

Importina-a5 enACGAGCTCAGCAATACTCTGCTTTCACG (ID SEC. Ne°: 56)
sentido directo:

Importina-a5 enATAACGCGTGATTAGAATCGAGCTGCACC (ID SEC. Ne°: 57)
sentido inverso:

VCAM-1 enTCGACGCGTGCAAATCCTTGATACTGC (ID SEC. N°: 58)
sentido directo:
VCAM-1 enCCCAAGCTTATTGGGAAAGTTGCACAG (ID SEC. N°: 59)

sentido inverso:

Ensayos de indicador de luciferasa

Las HUVEC se colocaron en placas (50.000/pocillo) por triplicado en una placa de 12 pocillos. Tras el cultivo hasta
una confluencia del 70-80%, las células se sometieron a transfeccion con 200 ng de las estructuras indicadoras
sefialadas y 100 ng de plasmidos de expresion (3-galactosidasa (gal)). Los miméticos o inhibidores de MiR-181b
fueron sometidos a transfeccién conjunta a 10 o 50 nM de concentracion final cuando se indicd; tras 36 h de incubacion,
las células se trataron con 10 ng/ml de TNF-a durante 8 h. En algunos experimentos, pcDNA3.1-miR-181b o el vector
vacio se sometieron a transfeccion conjunta con 200 ng de estructuras indicadoras y 100 ng de plasmidos de expresion
de B-gal. Para los estudios de rescate, el indicador de luciferasa del concatémero de NF-PB se sometio a transfeccion
conjunta con pcDNA3.1 -miR-181b o el vector vacio en presencia o ausencia de ADNc de marco de lectura abierto de
importina-a3 en las células 293T. Las células sometidas a transfeccion se recogieron en 200 uL de Reporter Lysis
Buffer (Promega). Se midio la actividad de luciferasa y f-gal. Cada lectura de la actividad de luciferasa se normalizé
frente a la actividad de B-gal leida para el mismo lisado.

Ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzima (ELISA)

Las HUVEC se sometieron a transfecciéon con miARN de control, o miR-181b a una concentracion final de 10 nM,
inhibidores de miARN de control, o inhibidores de miR-181b a una concentracion final de 50 nM, respectivamente.
Después de 36 h, las células se expusieron a 10 ng/ml de TNF-a durante 16 h. A continuacion, se recogieron los
supernatantes para el andlisis ELISA con un SearchLight Multiplex Immunoassay Kit (Aushon BioSystems, Inc).

Ensayos de adhesion celular

Las HUVEC cultivadas en placas de 12 pocillos se sometieron a transfeccion con miméticos o inhibidores de miARN.
Veinticuatro horas mas tarde, las células sometidas a transfeccion se volvieron a colocar en placas de fluorescencia
de 96 pocillos (BD, cat# 353948) para cultivarlas hasta el dia siguiente. Al dia siguiente se afiadieron 10 ng/ml de TNF-
a durante 5 h. Las células THP-1 (ATCC) se lavaron con medio RPMI-1640 libre de suero y se suspendieron a 5 x 108
células/mL en un medio con 5 uM de Calcein AM (Invitrogen, cat# C3100MP). Las células se mantuvieron en una
incubadora que contenia un 5% de CO2 a 37 °C durante 30 min. La reaccion de marcado se detuvo con la adicién del
medio de cultivo celular y las células se lavaron con el medio de cultivo dos veces, para después volver a suspenderlas
en el medio de cultivo a 5 x 10° células/ml. Tras 5 h de tratamiento con TNF-q, las HUVEC se lavaron una vez con
medio de cultivo de células THP-1. A continuacion, se afiadieron a cada pocillo 200 pL de Calcein AM-células THP-1
cargadas. Tras 1 h de incubacion, las células no adherentes se retiraron cuidadosamente. Las células adherentes se
lavaron con suavidad cuatro veces con medio RPMI-1640 previamente templado.

La fluorescencia se midié utilizando un lector de placas de fluorescencia a una excitacién de 485 nm. El nimero de
células THP-1 por vista se cuantifico a partir de imagenes capturadas aleatoriamente.

PCR cuantitativa en tiempo real

Las HUVEC se volvieron a suspender en reactivo Trizol (Invitrogen) y el ARN total se aislé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se realizaron transcripciones inversas utilizando miScript Reverse Transcription Kit de
Qiagen (218061). Se utilizé QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit (204243) o miScript SYBR Green PCR Kit (218073)
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de Qiagen para el analisis por gqPCR en tiempo real con el sistema Mx3000P Real-time PCR (Stratagene), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se utilizaron cebadores especificos de un gen y de una especie para detectar VCAM-
1, E- selectina, PAI-1, e ICAM-1 humanas o de ratén. Para amplificar las secuencias de miARN maduro, se utilizaron
hsa-miR-181a (PN4373117), hsa-miR-181b (PN4373116), hsa-miR-181c (PN4373115), hsa-miR-181d (PN4373180),
RNUG6B (PN4373381), TagMan Micro RNA Reverse Transcription Kit (PN4366596), TagMan® Universal PCR Master
Mix, No AmpErase UNG (PN4324018), o los ensayos de cebadores miScript para Hs_RN5S1_1 (MS00007574) y
Hs_miR-181b_1(MS00006699) de Qiagen.

Aislamiento de ARN de la intima de la aorta

El aislamiento de ARN de la intima de la aorta se modificé con respecto a un estudio previo (Nam et al., Am. J. Physiol.
Heart Circ. Physiol. 297:H1535-1543, 2009). En resumen, la aorta entre el corazén y el diafragma quedd expuesta y
se retiraron cuidadosamente los tejidos periadventiciales. La aorta limpia se extirp6 y se transfirio a un plato de 35 mm
gue contenia una solucién Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) enfriada con hielo. Se insert6 la punta de una aguja
de una jeringa de insulina cuidadosamente en un extremo de la aorta para facilitar un flujo rapido de 150 pL de tampdn
de lisis QIAzol a través de ella y recoger el eluyente de la intima en un tubo de 1,5 ml. La aorta sobrante (media +
adventicia) se lavé una vez con HBSS y se congelé en nitrégeno liquido para su almacenamiento hasta la extraccion
de ARN total con TRIzol.

Inmunotincién

Las HUVEC cultivadas en cubreobjetos se fijaron con un 4% de paraformaldehido y se permeabilizaron con un 0,5%
de Triton X-100 (Sigma). Tras bloquearlas con suero de cabra normal, las células se incubaron con un anticuerpo anti-
p65, seguido de IgG de cabra anti-ratén conjugada con Cy5 y DAPI (Invitrogen). Las imagenes se capturaron con un
microscopio confocal Olympus Fluoview FV1000 equipado con un laser Multi-Ar, laser HeNe G, laser HeNe R, y un
diodo laser LD405/440. Se utilizo6 la lente del objetivo UPLSAPO 20x NA:0.75. Se establecieron los siguientes
parametros: Zoom x2, tamafo de imagen [pixeles] 1024x1024, C.A. 150 um. La intensidad de la tinciéon nuclear de
p65 se cuantifico utilizando el software Bitplane Imaris 6.4.2.

Inmunoprecipitacion por MiRNP

La MiIRNP-IP se realizd como se habia descrito anteriormente (Fasanaro et al., J. Biol. Chem. 284:35134-35143, 2009;
Huang et al., Mo/. Cell 35:856-867, 2009). La Ago-2 marcada con Myc (de Cold Spring Harbor, NY) se someti6 a
transfeccion conjunta con miR-181b o control negativo de miARN en las HUVEC. Las células se lavaron en PBS
enfriado con hielo, se liberaron por raspado y se sometieron a lisis en tamp6n (10 mM de Tris-HCI pH 7.5, 10 mM de
NaCl, 2 mM de EDTA, 0,5% de Triton X-100, 100 unidades/mL de RNasin Plus (Promega) suplementado con 1 x
inhibidor de proteasa (Roche)). La solucion de células lisadas se ajusté a una concentracion de NacCl final de 150 mM
antes de la centrifugacion. Una vigésima parte del volumen del supernatante se recogié en TRIzol para el uso como
control del extracto. La parte restante del supernatante se preseleccioné con Protein A/G UltraLink Resin (Pierce), al
que se afladieron 2 ug de anticuerpo anti-c-myc y se dejé incubar esta mezcla hasta el dia siguiente a 4 °C; al dia
siguiente se afiadi6 Protein A/G

UltraLink Resin. Tras 4 h de rotacion mecanica a 4 °C, los granulos de agarosa se peletizaron y se lavaron cuatro
veces en tampon de lavado (50 mM de Tris-HCI pH 7.5, 150 mM de NacCl, 0,05% de Triton X-100). Por ultimo, se
afadié 1 mL de TRIzol a los granulos y se aislé el ARN. El ARN total se sometié a transcripcion inversa en ADNc para
el andlisis por qPCR en tiempo real.

Extraccién de proteinas y analisis de transferencia de western blot

Las HUVEC sometidas a transfeccion se trataron con 10 ng/ml de TNF-a durante 1 h; a continuacion, se aislaron los
extractos citoplasmatico y nuclear con reactivos de extraccién nuclear y citoplasmatico NE-PER (Thermo Fisher
Scientific). Las células cultivadas se recogieron y se sometieron a lisis en tampén RIPA (50 mM de Tris-HCL pH 7.4,
150 mM de NacCl, 1% de NP-40, 0,5% de desoxicolato de sodio, 0,1% de SDS) suplementado con tabletas de un coctel
inhibidor de la proteasa completa (Roche). Para extraer la proteina, los tejidos congelados se homogeneizaron en
tampon RIPA suplementado con inhibidor de proteasa. Los restos de células o tejidos se retiraron por centrifugacion
a 12 000 rpm durante 10 min. Los lisados se separaron con un 8% o 10% de geles SDS-PAGE, se transfirieron a
membranas PVDF (Bio-Rad), y se incubaron con los correspondientes anticuerpos como se indico. Las proteinas se
visualizaron por reactivos de deteccion de transferencia western blot ECL Plus Western (RPN2132; GE Healthcare).
Se us6 el analisis de densiometria de las transferencias con un software ImageJ para calcular la abundancia de
proteina.

Analisis de chips de genes por microarray y bioinformatica

Las HUVEC se sometieron a transfeccion con 10 nM de control negativo de miARN o miméticos de miR-181b durante
36 h, se y trataron con 10 ng/ml de TNF-a durante 4 h. Las células se recogieron en TRIzol y se enviaron a Two-Color,
formato 4 x 44 K, Human Whole Genome Microarray Service (Miltenyi Biotec Inc.). Los genes expresados
diferencialmente se identificaron utilizando el umbral de cambio de veces mas bajo de 1,5. Se utiliz6 un analisis de
enriquecimiento del conjunto de genes (Subramanian et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 102:15545-1550, 2005) para
comprobar si una via/proceso hiolégico conocido o una funcién molecular eran suprimidos por la sobreexpresion de
miR-181b. Los grupos de genes utilizados para el analisis de enriquecimiento se descargaron directamente del sitio
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web de Broad Institute o del sitio web de Gene Ontology. Los conjuntos de genes para los que se descubrié una tasa
de descubrimiento falsa (FDR) inferior al 25% se consideraron significativamente enriquecidos. Los cebadores
utilizados para la validacion de gPCR en tiempo real se enumeran en la Tabla 2 siguiente.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la validacién de qPCR

Nombre Secuencia (5' -> 3')

BCL2A1-F TACAGGCTGGCTCAGGACTAT (ID SEC. N°: 60)
BCL2A1-R TTTTGTAGCACTCTGGACGTTT (ID SEC. N°: 61)
C1QTNF1-F CAAGGGAAATATGGCAAAACAGG (ID SEC. Ne°: 62)
C1QTNF1-R IATCACCGTCTGGTAGTAGTGG (ID SEC. Ne°: 63)
CCL1-F TCATTTGCGGAGCAAGAGATT (ID SEC. Ne°: 64)
CCL1-R CTGAACCCATCCAACTGTGTC (ID SEC. N°: 65)
CCL7-F CCAATGCATCCACATGCTGC (ID SEC. N°: 66)
CCL7-R GCTTCCCAGGGACACCGAC (ID SEC. N°: 67)
CCR2-F GACCAGGAAAGAATGTGAAAGTGA (ID SEC. Ne°: 68)
CCR2-R GCTCTGCCAATTGACTTTCCTT (ID SEC. N°: 69)
CFB-F GCGGCCCCTTGATAGTTCAC (ID SEC. N°: 70)
CFB-R CAGGGCAGCACTTGAAAGAG (ID SEC. N°: 71)
CSF2-F GGGAGCATGTGAATGCCATC (ID SEC. N°: 72)
CSF2-R GCAGTGTCTCTACTCAGGTT C AG (ID SEC. N°: 73)
CX3CL1-F IACCACGGTGTGACGAAATG (ID SEC. N°: 74)
CX3CL1-R CTCCAAGATGATTGCGCGTTT (ID SEC. N°: 75)
CXCL1-F IAGGGAATTCACCCCAAGAAC (ID SEC. N°: 76)
CXCL1-R IACTATGGGGGATGCAGGATT (ID SEC. N°: 77)
CXCL16-F CAGCGTCACTGGAAGTTGTTA (ID SEC. N°: 78)
CXCL16-R CACCGATGGTAAGCTCTCAGG (ID SEC. N°: 79)
CXCL3-F CCAAACCGAAGTCATAGCCAC (ID SEC. N°: 80)
CXCL3-R TGCTCCCCTTGTTCAGTATCT (ID SEC. Ne°: 81)
CXCL6-F IAGAGCTGCGTTGCACTTGTT (ID SEC. N°: 82)
CXCL6-R GCAGTTTACCAATCGTTTTGGGG (ID SEC. N°: 83)
EGR1-F IACCTGACCGCAGAGTCTTTTC (ID SEC. N°: 84)
EGR1-R GCCAGTATAGGTGATGGGGG (ID SEC. Ne: 85)
EGR2-F IATCCCAGTAACTCTCAGTGGTT (ID SEC. Ne°: 86)
EGR2-R CTCCACCGGGTAGATGTTGT (ID SEC. Ne: 87)
EGRS3-F GCGACCTCTACTCAGAGCC (ID SEC. N©: 88)
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EGR3-R IATGGGGAAGAGATTGCTGTCC (ID SEC. N°: 89)
EGR4-F IAGCGAGTTTTCCGAACCCG (ID SEC. N°: 90)
EGR4-R GAGTCGGCTAAGTCCCCACT (ID SEC. N°: 91)
ILIR1-F IACATTGTGCTTTGGTACAGGG (ID SEC. N°: 92)
ILIR1-R CCCCAACAGTCTTTGGATACAG (ID SEC. N°: 93)
LIF-F GTACCGCATAGTCGTGTACCT (ID SEC. N°: 94)
LIF-R CACAGCACGTTGCTAAGGAG (ID SEC. Ne°: 95)
MMP11-F GAGGCCCTAAAGGTATGGAGC (ID SEC. N°: 96)
MMP11-R CCCTTCTCGGTGAGTCTTGG (ID SEC. N°: 97)
PLAU-F GTGAGCGACTCCAAAGGCA (ID SEC. N°: 98)
PLAU-R GCAGTTGCACCAGTGAATGTT (ID SEC. Ne°: 99)
PTGS2-F GTGCAACACTTGAGTGGCTAT (ID SEC. N°: 100)
PTGS2-R IAGCAATTTGCCTGGTGAATGAT (ID SEC. N°: 101)
S1PR1-F CTTGCTGACCATTTGGAAAACC (ID SEC. N°: 102)
S1PR1-R CTGTGTAGGCTACTCCTGCC (ID SEC. N°: 103)
SDC4-F GCTCTTCGTAGGCGGAGTC (ID SEC. N°: 104)
SDC4-F CCTCATCGTCTGGTAGGGCT (ID SEC. N°: 105)
SELE-F IAATCCAGCCAATGGGTTCG (ID SEC. N°: 106)
SELE-R GCTCCCATTAGTTCAAATCCTTCT (ID SEC. Ne°: 107)
SERPINE1-F CATCCCCCATCCTACGTGG (ID SEC. N°: 108)
SERPINE1-R CCCCATAGGGTGAGAAAACCA (ID SEC. N°: 109)
TIMP3-F CATGTGC AGTACATCCACACG (ID SEC. N°: 110)
TIMP3-R IACATCTTGCCATCATAGACGC (ID SEC. N°: 111)

TNFRSF11B-F

I AGGGCGCTACCTTGAGATAG (ID SEC. N°: 112)

TNFRSF11B-R

GCAAACTGTATTTCGCTCTGGG (ID SEC. N°: 113)

TRAF1-F CCGGCCCCTGATGAGAATG (ID SEC. N°: 114)
TRAF1-R TTCCTGGGCTTATAGACTGGAG (ID SEC. Ne°: 115)
VCAM1-F GCTGCTCAGATTGGAGACTCA (ID SEC. N°: 116)
VCAM1-R CGCTCAGAGGGCTGTCTATC (ID SEC. N°: 117)
GAPDH-F IATGGGGAAGGTGAAGGTCG (ID SEC. Ne°: 118)
GAPDH-R GGGGTCATTGATGGCAACAATA (ID SEC. N°: 119)

Sobreexpresion de miR-181b in vivo y experimentos con animales

36




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 743 600 T3

Se compraron ratones macho C57BL/6 de 8-10 semanas de vida a Charles River. Se mezclé un volumen igual de
atecolageno (Koken, Tokyo, Japan) y miARN (Ambion) para formar complejos, de acuerdo con las directrices del
fabricante. A cada raton (n =3-6 por grupo) se le administraron 200 uL de mezclas que contenian 50 pg de control
negativo o miméticos de miR-181b por inyeccion en la vena de la cola. Al dia siguiente se inyectd TNF-a recombinante
de ratén (2 viales/raton) de R & D Systems (410-MT/CF) por via intraperitoneal (i.p.). Cuatro horas mas tarde, los
ratones fueron sacrificados para recoger los tejidos y 6rganos para el analisis. Los pulmones fueron utilizados para el
analisis de transferencia western blot, extraccion de ARN total e inmunohistoquimica. Los arcos de la aorta se
congelaron para la extraccion del ARN total, mientras que la aorta descendente se fijo con un 4% de paraformaldehido
y se sumergié en parafina para la inmunohistoquimica. Los corazones, bazos e higados se utilizaron para el
aislamiento de IARN total. Se prepararon secciones de 6 um de aorta y pulmén sumergidos en parafina; a continuacion,
las secciones se desparafinaron con xileno y se rehidrataron en agua pasando por una serie de distintos grados de
etanol, seguidor por la recuperacion del antigeno durante 5 min en una olla a presién utilizando solucién Tris-EDTA,
pH 8.0. Las secciones fueron tratadas con tampén TBST y 3% de H202, se bloquearon con reactivo bloqueante, se
incubaron secuencialmente con VCAM-1 de cabra anti-raton, anticuerpo secundario y cromégeno DAB, y se
sometieron a contratincion con hematoxilina. Las imagenes se capturaron con un sistema digital.

Para el modelo de endotoxemia murino, a los ratones se les administré un vehiculo, un control negativo de miARN o
miméticos de miR-181b por inyeccion en la vena de la cola. Al dia siguiente, se inyecto a los ratones i.p. 40 mg/kg de
LPS (Escherichia coli serotipo 026:B6 endotoxina; Sigma-Aldrich) o vehiculo (suero salino). Los tejidos del pulmén se
procesaron para la inmunohistoquimica 4 h después del tratamiento con LPS y se sometieron a tincién para detectar
Gr-1 (BD Pharmingen), CD45 (BD Pharmingen), o VCAM-1. Se midi6 la actividad de mieloperoxidasa (MPQO) en los
homogeneizados de pulmén utilizando el Kit (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los animales
se mantuvieron en instalaciones cerradas libres de patdégenos y fueron controlados periddicamente por el personal
veterinario.

Estadisticas

Las diferencias entre los dos grupos se examinaron utilizando el test t de Student (dos brazos) y se consideraron
significativas a P < 0,05.

Ejemplo 2. Modelo animal de asma

El asma es un trastorno complejo y heterogéneo que implica la obstruccién del flujo de aire, una hiperreactividad de
las vias aéreas (AHR) e inflamacion. Los estudios acumulados ponen de manifiesto un papel critico de la mejora de
la activacion de la via de NF-PB en tejidos asmaticos. La activacion de NF-PB provoca una expresion aumentada de
las moléculas de adhesién y quimioquinas en varios tipos de células, incluyendo el endotelio pulmonar. Por tanto,
contener la respuesta inflamatoria en el endotelio pulmonar puede representar una terapia a los pacientes con asma.

Se utilizara un modelo experimental de asma en ratones para estudiar el efecto de los acidos nucleicos que contienen
la totalidad o una parte de la secuencia de miR-181b (ID SEC. N°; 1) en el asma. Los acidos nucleicos descritos en el
presente documento, que contienen la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N°; 1, pueden suprimir el asma
experimental. En estos estudios, a los ratones sensibilizados y sometidos a ovoalbumina (OVA) se les inyectara uno
de los acidos nucleicos descritos aqui (antes o después del reto con OVA) y se determinaran los efectos mediados
por el acido nucleico miR-181b en la activacion celular endotelial y la inflamacion de las vias aéreas, la hiperreactividad
de las vias aéreas al reto con metacolina, la expresion de genes regulados por NF-PB, la acumulacién de eosindfilos
y subconjuntos de leucocitos en el fluido de lavado broncoalveolar (BALF) y el tejido pulmonar, las respuestas de
linfocitos CD4* Th2 y la hipersecrecién de moco. Un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la
secuencia de ID SEC. N°: 1 se administrara por inyeccion intravenosa (vena de la cola) o por aerosol (nebulizacién).
El acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N° 1 se puede mezclar con
moléculas catidnicas como colageno (por €j. atelocolageno o telocolageno de tipo I), reactivos a base de lipofectina,
lipidoides, péptidos asimilables a elastina, pequefios péptidos (por ej. un péptido RGD, PEGilado con RGD, o un
colageno), o microparticulas poliméricas, o moléculas no catidnicas, como PGLA, o aptameros especificos para células
endoteliales para mejorar la administracion sistémica intravenosa o por aerosol. Alternativamente, el acido nucleico
gue contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N°: 1 se puede conjugar con moléculas como
particulas de glucano para la administracién oral. Los efectos sobre la accion de la sefial de NF-PB in vivo también se
examinaran utilizando el ratdén transgénico NF-PB-luciferasa-GFP retado con OVA y la captura de imagenes por
bioluminiscencia.

Ejemplo 3. Modelos animales de aterosclerosis

La arterioesclerosis y sus complicaciones son la principal causa de morbilidad y mortalidad en las sociedades
occidentales. Las lesiones de la aterosclerosis representan una serie de respuestas celulares y moleculares altamente
especificas que se pueden considerar, en su conjunto, como un proceso de la enfermedad inflamatoria. Las
observaciones experimentales, patoldgicas y clinicas defienden el papel critico del endotelio activado en la
aterogénesis. Las células endoteliales activadas han sido identificadas en todas las fases de desarrollo de la lesion
aterosclerdtica —desde la lesidn mas temprana denominada "estria grasa" hasta la placa madura y obstructiva—. La
activacion de NF-PB provoca la induccién de la expresion de la molécula de adhesion en las células endoteliales, un
efecto que conduce a la acumulacién de leucocitos en las paredes vasculares y a la formacién de la lesion
aterosclero6tica.
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Se utilizara un modelo experimental para estudiar el efecto de un &cido nucleico que contiene la totalidad o una parte
de la secuencia de ID SEC. N°: 1 en la iniciacién y la progresion de la aterosclerosis in vivo. En los estudios propuestos,
se inyectara a los ratones por via intravenosa un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia
de ID SEC. N°: 1 y se realizaran controles, al menos semanalmente de: ratones de 8-10 semanas de vida ApoE-
deficientes o LDL-R-deficientes tendentes a la aterosclerosis alimentados con una dieta altamente grasa durante 8
semanas (estudios de iniciacion) o después de que los ratones ApoE-deficientes o LDL-R-deficientes tendentes a la
aterosclerosis ya hayan sido alimentados con una dieta altamente grasa durante al menos 8 semanas (estudios de
progresion). La gravedad de la formacién de lesiones ateroscleréticas y la composicion celular de las lesiones en el
seno aortico y la aorta descendente se determinaran utilizando técnicas inmunohistoquimicas estandar.

Ejemplo 4. Modelos animales de obesidad.

La obesidad representa una importante epidemia y es un importante factor de riesgo para las enfermedades de las
arterias coronarias y la diabetes, asi como otras enfermedades inflamatorias crénicas, como enfermedades
neurolégicas degenerativas, enfermedades de las vias aéreas pulmonares, retinopatias diabéticas y cancer. En efecto,
casi dos tercios de los adultos estadounidenses tienen sobrepeso. La obesidad esta asociada con vias de sefial
inflamatorias crénicas, como NF-PB. Los estudios clinicos y experimentales indican que la activacion de la via de sefial
de NF-PB puede aumentar la resistencia a la insulina y la diabetes de tipo 2. Por tanto, establecer la via de sefial de
NF-PB como objetivo puede representar una estrategia para tratar la obesidad y reducir la inflamacién celular.

El efecto de un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N°: 1 sobre la obesidad
y la resistencia a la insulina se estudiara utilizando modelos animales. En estos experimentos, un acido nucleico que
contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N° 1 se inyectara por via intravenosa al menos
semanalmente en uno o mas de cuatro modelos de obesidad durante un total de cuatro semanas: ratas Zucker obesas,
ratones ob/ob, ratones db/db, y ratones C57BL/6 alimentados con una dieta altamente grasa. Se mediran las
concentraciones de insulina y glucosa en sangre durante las pruebas de tolerancia a la glucosa. La sensibilidad a la
insulina se medira utilizando pruebas de tolerancia a la insulina. Los perfiles de lipidos (colesterol, LDL, triglicéridos y
HDL) y niveles de acidos grasos libres también se mediran. Por (ltimo, se analizard la composicion corporal,
incluyendo los perfiles de grasa visceral y subcutanea. La actividad de NF-PB (por €. la expresién de genes diana de
NF-PB) se examinara en la grasa, el higado y los musculos esqueléticos. Por Ultimo, se analizaran los pesos
corporales, el consumo de energia y el consumo de calorias. Un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte
de la secuencia de ID SEC. N°: 1 puede mejorar la sensibilidad a la insulina, reducir los niveles de glucosa, reducir los
niveles de acidos grasos libres, y mejorar la composicién y el peso corporal.

Ejemplo 5. Modelos animales de artritis reumatoide (RA).

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica que ataca principalmente a las articulaciones
sinoviales, un efecto que conduce a la destruccion del cartilago articular y de las articulaciones causando una
discapacidad considerable y morbilidad acompafiada de dolor. En efecto, aproximadamente el 1% de la poblacion
mundial padece RA. Los estudios clinicos y experimentales indican que la activacion de la via de sefial de NF-PB es
uno de los principales objetivos en la RA. NF-PB promueve la acumulacion de leucocitos, un crecimiento anémalo de
células sinoviales asimilables a fibroblastos, y participa en la diferenciacion y activacion de la actividad de reabsorcion
O0sea de los osteoclastos. Las terapias con farmacos actuales, como antagonistas del TNF-a, como etanercept,
infliximab, o adalimumab, o antagonistas de la IL-1, como anakinra, bloguea la activacion de la sefial de NF-PB y la
progresion de la RA. Sin embargo, estos farmacos pueden tener efectos secundarios asociados. Por otra parte,
centrarse secuencia abajo del TNF-a o la IL-1 puede proporcionar un método mas potente y especifico de reducir la
activacion de NF-PB. Por tanto, centrarse en la via de sefial de NF-PB puede ofrecer nuevas estrategias para limitar
la progresion de la RA.

El efecto de un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC.

N°: 1 en la artritis reumatoide se esta estudiando en un modelo animal. En estos experimentos, un acido nucleico que
contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N° 1 se inyecta intravenosamente al menos con una
periodicidad semanal en tres modelos de RA: artritis adyuvante en rata, artritis de colageno tipo Il en rata, o artritis de
colageno tipo Il en ratén. Para el modelo adyuvante, el tratamiento se administra en el dia 0 (modelo profilactico) o en
el dia 8 (modelo terapéutico). El estudio termina el dia 15. La articulacion tibiotarsal y las garras se examinan para
determinar los parametros de inflamacion y artriticos. En el caso del modelo de artritis de colageno de tipo Il en rata,
se administra a las ratas un colageno de tipo Il (2 mg/mL en adyuvante de Freund incompleto ) el dia 0y el dia 7. La
aparicion de la artritis ocurre los dias 10-13. Las ratas son sacrificadas para la evaluacion histopatoldgica al completar
el tratamiento. En el caso del modelo de colageno de tipo Il en ratén, a los ratones DBA/1 lac J se les inmuniza contra
colageno de tipo Il bovino el dia 0 y el dia 21, con o sin refuerzo concurrente de endotoxina o IL-1 recombinante. La
enfermedad ocurre en las garras/articulaciones y las mediciones de la enfermedad se determinan clinicamente y con
una puntuacion histolégica. La actividad de NF-PB (por ej. la expresion de genes diana de NF-PB) se examina en los
tejidos. Este modelo ha sido utilizado para evaluar los efectos de los antagonistas del receptor de TNF-a soluble e IL-
1. Tanto los estudios profilacticos como de tratamiento se realizan utilizando un acido nucleico que contiene la totalidad
0 una parte de la secuencia de ID SEC. N° 1. Un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia
de ID SEC. N°: 1 puede inhibir la actividad de NF-PB en tejidos y puede reducir la RA.
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Ejemplo 6. Modelos animales de la enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

La enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa son enfermedades inflamatorias del intestino habituales que pueden
afectar a partes del tracto gastrointestinal y pueden causar importantes sintomas y morbilidad. Se calcula que hay
aproximadamente un millén de personas en EE. UU. afectadas por una enfermedad inflamatoria del intestino (IBD).
Las opciones de tratamiento son bastante limitadas para mantener la remisién, evitar la recaida y controlar los
sintomas. Los estudios clinicos y experimentales indican unos niveles superiores de expresion de la via de sefial de
NF-PB en muestras de biopsia de pacientes con IBD. Los agentes inmunomoduladores, como corticosteroides, que
reducen la activacion de NF-PB, resultan Utiles en los pacientes, pero tienen numerosos efectos secundarios. Por
tanto, centrarse en la via de sefial de NF-PB puede ofrecer nuevas estrategias para limitar la progresion de la IBD.

El efecto de un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N°: 1 en IBD se esta
estudiando en un modelo animal. En estos experimentos, un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de
la secuencia de ID SEC. N°: 1 se inyecta intravenosamente al menos con una periodicidad semanal en tres modelos
de IBD en ratones: IBD quimicamente inducida, ratones IL-10 deficientes genéticamente modificados o TNF delta
ARE, o cepas de ratones con IBD espontanea (SAMP1/Yit). Para el modelo quimicamente inducido, se usa sulfato de
dextrano sédico (DSS), que esta bien caracterizado para inducir la disrupcién epitelial que resulta en una infiltracion
bacteriana y neutrdfila, y representa un modelo de la fase aguda de la lesion. Los ratones IL-10-deficientes tienen una
colitis transmural y son (tiles para valorar el papel de las vias de sefial de la citoquina especificas. Los ratones TNF
delta ARE representan un modelo de enfermedad similar al Crohn con afectacion ileal. Este es un modelo importante,
dado que el TNF-a contribuye a la patogénesis de la enfermedad de Crohn y hasta el 70% de los pacientes con
enfermedad de Crohn refractaria responde al tratamiento bloqueante del TNF-a. El modelo SAMP1/Yit de ileitis
también proporciona un modelo estable de IBD y ha determinado la importancia de las moléculas de adhesion vascular,
como VCAM-1, para el trafico y acumulacion de leucocitos en el desarrollo de la IBD. En efecto, los anticuerpos
bloqueantes de VCAM-1 e ICAM-1 provocan una mejora del 70% de la gravedad de la inflamacién. Para cada uno de
estos modelos, un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de ID SEC. N°: 1 se inyecta
por via intravenosa al menos semanalmente en: estudios profilacticos (fase temprana de la enfermedad, por ejemplo
4-6 semanas) 0 estudios de tratamiento (cuando se observa una IBD establecida (varia entre 8-20 semanas
dependiendo del modelo)). La gravedad de la IBD y la composicién celular del tracto gastrointestinal se determina
utilizando técnicas inmunohistoquimicas estandar. Un &cido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la
secuencia de ID SEC. N°: 1 puede inhibir la progresion de IBD.

También se divulgan las siguientes clausulas, que no definen la presente invencion:

1. Un método de tratamiento de una enfermedad inflamatoria vascular en un sujeto que comprende administrar al
sujeto una cantidad terapéuticamente efectiva de un acido nucleico que comprende la totalidad o una parte de la
secuencia de ID SEC. N°: 1.

2. El método de la clausula 1, donde dicho acido nucleico comprende la secuencia de ID SEC. N°: 2 o ID SEC. N°: 3.

3. Elmétodo de la clausula 1, donde dicha enfermedad inflamatoria vascular es una enfermedad inflamatoria vascular
aguda.

4. Elmétodo de la clausula 1, donde dicha enfermedad inflamatoria vascular es una enfermedad inflamatoria vascular
crénica.

5. El método de la clausula 1 donde dicha enfermedad inflamatoria vascular se selecciona del grupo de: inflamacién
pulmonar, asma, aterosclerosis, artritis, accidente cerebrovascular, sindrome del intestino irritable, enfermedad
cardiovascular, infarto de miocardio, enfermedad de las arterias coronarias, fallo cardiaco, colitis ulcerosa, enfermedad
de Crohn y enfermedad arterial periférica.

6. El método de la clausula 5, donde dicha inflamacion pulmonar es una lesion pulmonar aguda.
7. Elmétodo de la clausula 6, donde dicha lesién pulmonar aguda es una lesion pulmonar aguda inducida por sepsis.

8. El método de la clausula 1, donde dicho acido nucleico se conjuga con uno o mas polimeros, péptidos o
polisacaridos.

9. El método de la clausula 1, donde dicha administracién provoca una reduccién de la adhesién leucocitaria al
endotelio del sujeto o una reduccién de la extravasacion leucocitaria del endotelio del sujeto en comparacién con un
sujeto de control al que no se le ha administrado el acido nucleico.

10. El método de la clausula 1, donde dicha administracién provoca una reduccion de la expresion de la molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1), de E-selectina o de la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1) en el endotelio del
sujeto en comparacion con un sujeto de control al que no se le ha administrado el acido nucleico.

11.Un método para reducir la sefial del factor nuclear-PB (NF-PB) en una célula endotelial, que comprende la
administracion a una célula endotelial de un acido nucleico que contiene la totalidad o una parte de la secuencia de
ID SEC. Ne: 1.

12. El método de la clausula 11, donde dicho acido nucleico comprende la secuencia de ID SEC. N°: 2 o ID SEC. Ne¢:
3.
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13. El método de la clausula 11, donde dicha administracién provoca una reduccién de la expresion de importina-a3
en la célula endotelial en comparaciéon con una célula endotelial a la que no se le ha administrado el acido nucleico.

14. El método de la clausula 11, donde dicha administracion provoca una reduccién de la importacion nuclear de la
subunidad p65 o p50 de NF-PB en el nacleo de la célula endotelial en comparacién con una célula endotelial a la que
no se le ha administrado el acido nucleico.

15. El método de la clausula 11, donde dicha administracién provoca una reduccion de la expresion de la molécula de
adhesion vascular 1 (VCAM-1), de E-selectina o de la molécula de adhesién intercelular (ICAM-1) en la célula
endotelial en comparacion con una célula endotelial a la que no se le ha administrado el acido nucleico.

16. El método de la clausula 11, donde dicha célula endotelial se encuentra en un sujeto.

17.El método de la clausula 16, donde dicho acido nucleico se administra al sujeto por via oral, intramuscular,
subcutanea, arterial, intravenosa o por inhalacion.

18. El método de la clausula 16, donde dicho acido nucleico se conjuga con uno o mas polimeros, péptidos o
polisacaridos.

19. El método de la clausula 11, donde dicha célula endotelial es una célula endotelial in vitro.

LISTA DE SECUENCIAS
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<211> 23
<212> ARN

<213> Homo sapiens
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<223> miR-181b humano maduro
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<400> 1
aacauucauu gcugucggug ggu

<210> 2
<211>110
<212> ARN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> miR-181b-1 humano precursor

<400> 2

23

ccugugcaga gauuauuuuu uaaaagguca caaucaacau ucauugcugu cgguggguug 60

aacugugugg acaagcucac ugaacaauga augcaacugu ggccccgcuu

<210>3

<211> 89

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<220>

<223> miR-181b-2 humano precursor

<400> 3

110

cugauggcug cacucaacau ucauugcugu cgguggguuu gagucugaau caacucacug 60

aucaaugaau gcaaacugcg gaccaaaca

<210> 4
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de miR-181b

<400> 4
cccaagettt gattgtacce tatgget

<210>5
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de miR-181b
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<400> 5
cggggtacct gtacgtttga tggacaa

<210>6
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de VCAM-1 de ratén

<400> 6
gttccagcga gggtctacc

<210>7
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de VCAM-1 de ratén

<400> 7
aactcttgge aaacattagg tgt

<210>8
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de E-selectina de ratén

<400> 8
atgcctcgeg ctttetetce

<210>9
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de E-selectina de raton
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<400> 9

gtagtccecge tgacagtatg ¢
<210> 10

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de ICAM-1 de ratén

<400> 10
gtgatgctca ggtatccatc ca

<210> 11
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de ICAM-1 de raton

<400> 11
cacagttctc aaagcacagc g

<210>12
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de actina de ratéon

<400> 12

gaaatcgtgc gtgacatcaa ag
<210> 13

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de actina de ratén

<400> 13
tgtagtttca tggatgccac ag
<210> 14
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<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PAI-1 humano

<400> 14
catcccccat cctacgtgg

<210>15
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PAI-1 humano

<400> 15
ccccataggg tgagaaaacc a

<210> 16
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de VCAM-1 humano

<400> 16
gctgctcaga ttggagactc a

<210>17
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de VCAM-1 humano

<400> 17
cgctcagagg gctgtctatce

<210> 18
<211>19
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de E-selectina humano

<400> 18

aatccagcca atgggtteg
<210> 19

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de E-selectina humano

<400> 19
gctcccatta gttcaaatcce ttet

<210> 20
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de ICAM-1 humano

<400> 20
tetgtgtceec cctcaaaagt c

<210>21
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de ICAM-1 humano

<400> 21
ggggtctcta tgcccaacaa

<210> 22
<211>19
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de GAPDH humano

<400> 22

atggggaagg tgaaggtcg
<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de GAPDH humano

<400> 23
ggggtcattg atggcaacaa ta

<210> 24
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 de ratén

<400> 24

ccagtgatcg aaatccacca a
<210> 25
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 de raton

<400> 25
cgtttgttca gacgttccag at

<210> 26
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 humano

<400> 26
tccagtgatc gaaatccacc a

<210> 27
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 humano

<400> 27
cattggactg aactactgct tga

<210> 28
<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de Smadl humano

<400> 28
gatgccaggt aggttggaat g

<210> 29
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de Smadl humano

<400> 29
cgtgacactg tgataacact gt

<210> 30
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 1 humano

<400> 30
ctagtcttge tatgaagcag tgtgtgaaa

<210>31
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 1 humano

<400> 31

agcttttcac acactgettec atagcaaga
<210> 32

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 2 humano
<400> 32

ctagtatgga caatgttgaa tgaatgtca
<210> 33

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 2 humano

<400> 33
agcttgacat tcattcaaca ttgtccata

<210> 34
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 3 humano

<400> 34

ctagtctgtg tacgagagcg tggttgtga
<210> 35

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 3 humano

<400> 35
agcttcacaa ccacgctctec gtacacaga

<210> 36
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 4 humano

<400> 36

ctagttggtt tactctgcag cctgtgtta
<210> 37

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 4 humano

<400> 37

agcttaacac aggctgcaga gtaaaccaa
<210> 38

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 5 humano
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<400> 38
ctagttgcat ttgcaccaga tgaatgtta

<210> 39
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de importina-alfa 3 humano

<400> 39
agcttaacat tcatctggtg caaatgcaa

<210> 40
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de importina-alfa 3 humano

<400> 40
ctagttttecec ctcaaaatag actgtgtta

<210>41
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de importina-alfa 3 humano

<400> 41

agcttaacac agtctatttt gagggaaaa
<210> 42

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de importina-alfa 3 humano
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<400> 42

ctagtatacc gtgctgtgtt taaatgtta 29
<210> 43
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de importina-alfa 3 humano

<400> 43
agcttaacat ttaaacacag cacggtata 29

<210> 44
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de importina-alfa 3 humano

<400> 44
ctagtcttece cctttgagca caagtgtta 29

<210> 45
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 8 humano

<400> 45

agcttaacac ttgtgctcaa aggggaaga 29
<210> 46

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 1 mutante humano
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<400> 46
ctagtcttge tatgataaag cttcetgaaa

<210> 47
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 1 mutante humano

<400> 47
agcttttcag aagctttatc atagcaaga

<210> 48
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de importina-alfa 3 sitio 2 mutante humano

<400> 48
ctagtaggct gaatcttgcc aacatcaca

<210> 49
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de importina-alfa 3 sitio 2 mutante humano

<400> 49
agcttgtgat gttggcaaga ttcagccta

<210> 50
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de 3'-UTR de importina-alfa 1 humano
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<400> 50

acgagctcat catgtagctg agacataaat ttg
<210> 51

<211>31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de 3'-UTR de importina-alfa 1 humano

<400> 51

ataacgcgta gaaaagggtg gacttgaatg t
<210> 52

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de 3'-UTR de importina-alfa 3 humano

<400> 52

acgagctcaa agatgttgtg gaagttagg
<210> 53

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de 3'-UTR de importina-alfa 3 humano

<400> 53

ataacgcgtc acagcacggt attctaccac
<210> 54

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de 4-UTR de importina-alfa 3 humano
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<400> 54
acgagctcat tcagttgagt gcagcatc

<210> 55
<211>29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de 4'-UTR de importina-alfa 3 humano

<400> 55

ataacgcgtc ctctacacag atccctgtce
<210> 56

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de 5-UTR de importina-alfa 3 humano

<400> 56

acgagctcag caatactctg ctttcacg
<210> 57
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de 5'-UTR de importina-alfa 3 humano

<400> 57
ataacgcgtg attagaatcg agectgcace

<210> 58
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de 3'-UTR de VCAM-1 humano

<400> 58
tcgacgegtg caaatcettg atactge
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<210> 59
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de 3'-UTR de VCAM-1 humano

<400> 59
cccaagcetta ttgggaaagt tgcacag

<210> 60

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador directo de BCL2A1 humano

<400> 60

tacaggctgg ctcaggacta t
<210> 61
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de BCL2A1 humano

<400> 61
ttttgtagca ctctggacgt tt

<210> 62
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CIQTNF1 humano

<400> 62
caagggaaat atggcaaaac agg
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<210> 63
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de CLIQTNF1 humano

<400> 63
atcaccgtct ggtagtagtg g

<210> 64
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CCL1 humano

<400> 64
tcatttgcgg agcaagagat t

<210> 65
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de CCL1 humano

<400> 65
ctgaacccat ccaactgtgt c

<210> 66
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CCL7 humano

<400> 66
ccaatgcatc cacatgctgc

<210> 67
<211>19
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de CCL7 humano

<400> 67
gcttcccagg gacaccgac

<210> 68
<211> 24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CCR2 humano

<400> 68
gaccaggaaa gaatgtgaaa gtga

<210> 69
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de CCR2 humano

<400> 69
gctctgeccaa ttgactttee tt

<210>70
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CFB humano

<400> 70
gcggecccectt gatagttcac

<210>71
<211>20
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de CFB humano

<400> 71
cagggcagca cttgaaagag

<210>72
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CSF2 humano

<400> 72
gggagcatgt gaatgccatc

<210>73
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de CSF2 humano

<400> 73
gcagtgtcte tactcaggtt cag

<210> 74
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de CX3CL1 humano

<400> 74

accacggtgt gacgaaatg
<210> 75

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 743 600 T3
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<220>
<223> Cebador inverso de CX3CL1 humano

<400> 75
ctccaagatg attgegegtt t

<210>76
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CXCL1 humano

<400> 76

agggaattca cecccaagaac
<210> 77
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de CXCL1 humano

<400> 77

actatggggg atgcaggatt
<210> 78

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CXCL16 humano

<400> 78

cagcgtcact ggaagttgtt a
<210> 79
<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador inverso de CXCL16 humano

<400> 79

caccgatggt aagctctcag g
<210> 80
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CXCL3 humano

<400> 80
ccaaaccgaa gtcatagcca ¢

<210> 81
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de CXCL3 humano

<400> 81
tgctceceett gttcagtate t

<210> 82
<211>20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de CXCL6 humano

<400> 82
agagctgcgt tgcacttgtt

<210> 83
<211> 23
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador inverso de CXCL6 humano

<400> 83
gcagtttacc aatcgttttg ggg

<210> 84
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de EGR1 humano

<400> B84

acctgaccge agagtctttt c
<210> 85

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de EGR1 humano

<400> 85
gccagtatag gtgatggggg

<210> 86
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de EGR2 humano

<400> 86
atcccagtaa ctctcagtgg tt

<210> 87
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador inverso de EGR2 humano

<400> 87

ctccaccggg tagatgttgt
<210> 88

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de EGR3 humano

<400> 88

gcgacctcta ctcagagece
<210> 89

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de EGR3 humano

<400> 89

atggggaaga gattgctgtc c
<210> 90
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de EGR4 humano

<400> 90
agcgagtttt ccgaacccg

<210> 91
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de EGR4 humano
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<400> 91
gagtcggcta agtccccact

<210>92
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de ILIR1 humano

<400> 92
acattgtgcet ttggtacagg g

<210> 93
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de IL1R1 humano

<400> 93

ccccaacagt ctttggatac ag
<210> 94

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de LIF humano

<400> 94
gtaccgcata gtcgtgtace t

<210>95
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de LIF humano
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<400> 95

cacagcacgt tgctaaggag
<210> 96

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de MMP11 humano

<400> 96
gaggccctaa aggtatggag c

<210> 97
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de MMP11 humano

<400> 97

ccettetegg tgagtettgg
<210> 98

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PLAU humano

<400> 98

gtgagcgact ccaaaggca
<210> 99

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de PLAU humano
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<400> 99

gecagttgecac cagtgaatgt t
<210> 100
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de PTGS2 humano

<400> 100

gtgcaacact tgagtggcta t
<210> 101

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de PTGS2 humano

<400> 101
agcaatttge ctggtgaatg at

<210> 102
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de S1IPR1 humano

<400> 102

cttgctgace atttggaaaa cc
<210> 103

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de S1PR1 humano
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<400> 103
ctgtgtaggec tactcctgcec

<210> 104
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de SDC4 humano

<400> 104

gctcttegta ggcggagtce
<210> 105

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de SDC4 humano

<400> 105
cctecategte tggtaggget

<210> 106
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador directo de SELE humano
<400> 106

aatccagcca atgggttceg

<210> 107

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de SELE humano

<400> 107
gctcccatta gttcaaatce ttcet

ES 2 743 600 T3

66

20

19

20

19

24



10

15

20

25

30

35

ES 2 743 600 T3

<210> 108
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de SERPINE1 humano

<400> 108

catcccccat cctacgtgg
<210> 109
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de SERPINE1 humano

<400> 109

ccccataggg tgagaaaacc a
<210> 110

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de TIMP3 humano

<400> 110
catgtgcagt acatccacac g

<210>111
<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de TIMP3 humano

<400> 111
acatcttgcc atcatagacg c

<210> 112
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<211>21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de TNFRSF11B humano

<400> 112

aagggcgcta ccttgagata g
<210>113

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de TNFRSF11B humano

<400> 113
gcaaactgta tttcgctctg gg

<210> 114
<211>19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de TRAF1 humano

<400> 114
ccggceccectg atgagaatg

<210> 115
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de TRAF1 humano

<400> 115
ttcctggget tatagactgg ag

<210> 116
<211>21
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de VCAM1 humano

<400> 116
gctgctcaga ttggagactc a

<210> 117
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso de VCAM1 humano
<400> 117
cgctcagagg gctgtctatc

<210> 118

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de GAPDH humano

<400> 118
atggggaagg tgaaggtcg

<210> 119
<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de GAPDH humano

<400> 119
ggggtcattg atggcaacaa ta

<210> 120
<211>23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Regién 3'-UTR sitio 1 de importina-alfa 3 humano

<400> 120
cuugcuauga agcagugugu gaa

<210> 121
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region 3'-UTR sitio 2 de importina-alfa 3 humano

<400> 121
auggacaaug uugaaugaau guc

<210> 122
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién 3'-UTR sitio 3 de importina-alfa 3 humano

<400> 122

cuguguacga gagcgugguu gug
<210>123

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién 3'-UTR sitio 4 de importina-alfa 3 humano

<400> 123
ugguuuacuc ugcagccugu guu

<210> 124
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién 3'-UTR sitio 5 de importina-alfa 3 humano
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<400> 124
ugcauuugca ccagaugaau guu

<210> 125
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region 3'-UTR sitio 6 de importina-alfa 3 humano

<400> 125
uuucccucaa aauagacugu guu

<210> 126
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién 3'-UTR sitio 6 de importina-alfa 3 humano

<400> 126
uuucccucaa aauagacugu guu

<210> 127
<211>23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Region 3'-UTR sitio 7 de importina-alfa 3 humano

<400> 127
auaccgugcu guguuuaaau guu

<210> 128
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Regién 3'-UTR sitio 8 de importina-alfa 3 humano

<400> 128
cuuccccuuu gagcacaagu guu

<210> 129
<211>23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Region 3'-UTR sitio 1 mutado de importina-alfa 3 humano

<400> 129
cuugcuauga uaaagcuucu gaa

<210> 130
<211> 23
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Regién 3'-UTR sitio 2 mutado de importina-alfa 3 humano

<400> 130
aggcugaauc uugccaacau cac
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REIVINDICACIONES

1. Un &cido nucleico para el uso en un método de tratamiento de la aterosclerosis en un sujeto, donde el método
comprende la administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de dicho acido nucleico; y donde el
acido nucleico comprende la secuencia de ID SEC. Ne°: 1.

2. El &cido nucleico para el uso en un método de la reivindicaciéon 1, donde dicho acido nucleico comprende la
secuencia de ID SEC. N°: 2 0 ID SEC. N°: 3.

3. El acido nucleico para el uso en un método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho acido
nucleico se conjuga con uno o mas polimeros, péptidos y polisacaridos.

4. El acido nucleico para el uso en un método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicha
administracidon provoca una reduccién de la adhesion leucocitaria al endotelio del sujeto o una reduccion de la
extravasacion leucocitaria del endotelio del sujeto en comparacién con un sujeto de control al que no se le ha
administrado el acido nucleico.

5. El acido nucleico para el uso en un método de la reivindicaciéon 1, donde dicha administracién provoca una
reduccion de la expresion de la molécula de adhesién vascular 1 (VCAM-1), de E-selectina o de la molécula de
adhesion intercelular (ICAM-1) en el endotelio del sujeto en comparacién con un sujeto de control al que no se le ha
administrado el &cido nucleico.

6. El acido nucleico para el uso en un método de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho acido
nucleico se administra al sujeto por via oral, intramuscular, subcutanea, arterial, intravenosa o por inhalacion.
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