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DESCRIPCION
Medios y métodos para contrarrestar, demorar y/o prevenir enfermedades del corazén

La invencion se refiere a los sectores de la biologia molecular y la medicina, mas especificamente al tratamiento,
demora y prevencion de enfermedades del corazon.

Las enfermedades del corazén, también denominadas enfermedades cardiovasculares, es una expresion amplia
utilizada para describir una gama de enfermedades que afectan al corazon y/o vasos sanguineos. Las afecciones
incluyen enfermedad de las arterias coronarias, ataque al corazon, hipertensién sanguinea, apoplejia e insuficiencia
cardiaca. La enfermedad cardiovascular es el asesino mundial nimero 1 de hombres y mujeres, p. €j. en los
Estados Unidos de América es la responsable del 40 por ciento de todas las muertes, méas que todas las formas de
cancer combinadas.

Una forma comun de enfermedad cardiovascular es la enfermedad de las arterias coronarias la cual afecta a las
arterias que suministran con sangre al miocardio. A veces, conocidas como CAD (siglas en inglés), la enfermedad
de las arterias coronarias es la causa principal de ataques al corazén. Generalmente, esto significa que la sangre
que fluye a través de las arterias coronarias ha quedado obstruida, reducido el flujo sanguineo al miocardio. La
causa mas comun de obstrucciones de este tipo es una afeccién denominada aterosclerosis, un tipo de enfermedad
vascular ampliamente prevenible. La enfermedad de las arterias coronarias y el resultante flujo sanguineo reducido
al miocardio puede conducir a otros problemas cardiacos tales como dolor de pecho (angina) y ataque al corazon
(infarto de miocardio).

Un ataque al corazdn es una lesion al miocardio provocada por una pérdida de suministro de sangre. La expresion
médica para el ataque al corazén es “infarto de miocardio”, a menudo abreviado como MI (siglas en inglés). Un
ataque al corazon se produce habitualmente cuando un coagulo bloquea el flujo de sangre a través de una arteria
coronaria — un vaso sanguineo que alimenta sangre a una parte del miocardio. El flujo sanguineo interrumpido al
corazon puede lesionar o destruir una parte del miocardio.

Una enfermedad del corazon que afecta al miocardio propiamente dicho es la denominada cardiomiopatia. Algunos
tipos de cardiomiopatia son genéticos, mientras que otros se producen por razones que no se comprenden tan
bien. Tipos de cardiomiopatia incluyen la isquémica, que es provocada por pérdida del miocardio debido a un flujo
sanguineo coronario reducido; dilatada, que significa que las camaras del coraz6n estan dilatadas, hipertrofica, que
significa que el miocardio esta engrosado; e idiopatica, que significa que la causa es desconocida. Uno de los tipos
mas comunes de cardiomiopatia es la cardiomiopatia idiopatica dilatada — un corazén dilatado sin una causa
conocida.

Las enfermedades del corazon pueden ser adquiridas (en una fase posterior de la vida) o congénitas. Enfermedad
del corazon congénita se refiere a una forma de enfermedad del corazén que se desarrolla antes del nacimiento
(congénita). Una enfermedad del coraz6n congénita es una expresién amplia e incluye una amplia gama de
enfermedades y afecciones. Estas enfermedades pueden afectar a la formacion del miocardio o a sus camaras o
véalvulas. Incluyen afecciones tales como el estrechamiento de una seccién de la aorta (coartacion) u orificios en el
corazon (defecto septal atrial o ventricular). Algunos defectos congénitos del corazén pueden manifestarse en el
nacimiento, mientras que otros pueden no detectarse hasta una etapa posterior en la vida.

Junto al miocardio propiamente dicho, las enfermedades del corazén pueden afectar también a otras estructuras
tales como las valvulas del corazén. Cuatro vélvulas dentro del corazon mantienen fluyendo a la sangre en la
direccion correcta. Las valvulas pueden ser dafiadas por una diversidad de afecciones que conducen a un
estrechamiento (estenosis), filtracién (regurgitacion o insuficiencia) o cierre impropio (prolapso). La enfermedad
valvular puede ser congénita o las valvulas pueden ser dafiadas por afecciones tales como fiebre reumatica,
infecciones (endocarditis infecciosa), trastornos del tejido conjuntivo y determinadas medicaciones o tratamientos
de radiacion contra el cancer.

Problemas del ritmo cardiaco (arritmias) se producen cuando los impulsos eléctricos en un corazén que coordina
los latidos no funcionan adecuadamente, provocando que dicho corazén lata demasiado rapido, demasiado lento o
de manera irregular. Otras formas de enfermedades cardiovasculares pueden provocar indirectamente arritmias.

Quizas, la forma mas comudn de enfermedad cardiovascular en el mundo occidental, que afecta aproximadamente a
uno de cuatro americanos, es la hipertension arterial (hipertension) que significa que la sangre es bombeada con
una fuerza excesiva a través de los vasos sanguineos. A pesar de que potencialmente constituye una amenaza
para la vida, es uno de los tipos mas prevenibles y tratables de enfermedades cardiovasculares. La hipertensién
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también provoca muchos otros tipos de enfermedades cardiovasculares tales como apoplejia e insuficiencia
cardiaca.

La insuficiencia cardiaca, un trastorno progresivo en el que la lesion del corazdén provoca un debilitamiento del
sistema cardiovascular, puede resultar de cualquiera de los trastornos cardiacos estructurales o funcionales antes
mencionados. Se manifiesta mediante una congestién del fluido o un flujo inadecuado de la sangre a los tejidos
como resultado de la incapacidad del corazon de llenar o bombear una cantidad suficiente de sangre a través del
cuerpo.

Dependiendo del lado del corazéon afectado, los sintomas pueden ser diversos y el diagnéstico es imposible
basandose solamente en los sintomas. La insuficiencia cardiaca del lado izquierdo tiene como resultado la
congestion de las venas pulmonares y sintomas que reflejan esto, asi como una deficiente circulacion al cuerpo,
mientras que la insuficiencia cardiaca del lado de la derecha se presenta, p. €j., con edema periférico y nocturia.

La insuficiencia cardiaca puede resultar de una o de la suma de muchas causas. Muchas insuficiencias afectan a
ambos lados, tales como la enfermedad del corazén isquémica, arritmias cronicas, cardiomiopatia, fibrosis cardiaca,
anemia cronica severa y enfermedad del tiroides, mientras que otras, tales como la hipertensién, enfermedad de la
vélvula adrtica y mitral y la coartacion provocan preferiblemente una insuficiencia cardiaca en el lado izquierdo y
una hipertension pulmonar, y la enfermedad pulmonar o de la valvula tricispide resulta a menudo en una
insuficiencia cardiaca del lado de la derecha.

Estas causas de insuficiencia cardiaca tienen en comun el que todas ellas reducen la eficacia del miocardio, o
musculo del corazén, a través de una lesién o sobrecarga. Con el tiempo, el incremento resultante en la carga de
trabajo producird cambios en el propio corazén que incluyen, por ejemplo, una capacidad de contraccion reducida,
un volumen sistélico reducido, una capacidad disponible reducida, ritmo cardiaco incrementado, hipertrofia del
miocardio y/o dilatacion de los ventriculos. Estos cambios en el corazon tienen como resultado un gasto cardiaco
reducido y una sobrecarga incrementada del corazén, lo que aumenta el riesgo de un paro cardiaco y reduce el
suministro de sangre al resto del cuerpo.

El tratamiento actual de la insuficiencia cardiaca se centra en el tratamiento de los sintomas y signos y en la
prevencion del progreso de la enfermedad. El tratamiento incluye ejercicio, comer alimentos sanos, reducir los
alimentos salados y abstenerse de fumar y de beber alcohol. Ademas, se puede aplicar un control farmacoldgico
enfocado a sintomas de alivio, a mantener un estado euvolémico y a demorar el progreso de la insuficiencia
cardiaca. Los farmacos utilizados incluyen: agentes diuréticos, agentes vasodilatadores, in6tropos positivos,
inhibidores de ACE (siglas inglesas de enzima convertidora de angiotensina), bloqueadores beta y antagonistas de
aldosterona.

La insuficiencia cardiaca es un trastorno grave que conlleva una esperanza de vida reducida. Muchas formas de
insuficiencia cardiaca puede controlarse con la medicacion, el cambio en el estilo de vida y la correccién de
cualquier trastorno subyacente. Sin embargo, a menudo la insuficiencia cardiaca es una enfermedad crénica y
puede empeorar con una infeccion u otros estresantes fisicos. No existe ninguna curacion real de la insuficiencia
cardiaca.

Por lo tanto, existe una necesidad no cubierta de tratamientos alternativos para la insuficiencia cardiaca y las
enfermedades del corazén en general.

Un objeto de la presente invencién consiste en proporcionar un tratamiento alternativo, y/o al menos una prevencion
parcial, de enfermedades del corazén.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona medios y métodos alternativos para contrarrestar, disminuir,
tratar, demorar y/o prevenir enfermedades del corazén.

En una realizacion, la invencion proporciona un método para disminuir, contrarrestar, tratar, demorar y/o prevenir
enfermedades del corazén, que comprende contrarrestar la expresion, cantidad y/o actividad de microARN en una
célula.

MicroARNs (miARNSs) son pequefias moléculas de ARN que codifican los genomas de plantas y animales. Estos
ARNSs ~ 21-meros, altamente conservados, regulan habitualmente la expresion de genes al unirse a las regiones 3’-
no traducidas (3’-UTRs) de ARNms especificos. Se piensa que cada uno de los miARN regula multiples genes vy,
dado que se presume que cientos de genes de miARN estan presentes en eucariotas superiores, la potencial
circuiteria reguladora proporcionada por miARN es enorme. Varios grupos de investigacion han proporcionado
evidencia de que los miARNs pueden actuar como reguladores clave de procesos tan diversos como un desarrollo
temprano, proliferacion celular y muerte de la célula, apoptosis y metabolismo de las grasas, y diferenciacion

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2393054 T3

celular. Estudios recientes de la expresién de miARN implican miARNs en el desarrollo del cerebro, leucemia
linfocitica croénica, adenocarcinoma colénico, linfoma de Burkitt e infeccion viral, que sugieren posibles enlaces
entre miARNs y enfermedades virales, neurodesarrollo y cancer. Se especula que en eucariotas superiores, el
papel de los miARNSs para regular la expresién de los genes podria ser tan importante como la de los factores de
transcripcion.

La expresion aberrante de ARNm, ya sea por una sub- o supra-expresion, puede resultar en muchos tipos de
trastornos. Recientemente, se identificaron muchos miARNs diferentes que se refieren a enfermedades especificas.
Sin embargo, dado que muchos miARNs regulan varios cientos de genes, para la mayoria de las enfermedades
relacionadas con el miARN se desconoce hasta la fecha qué gen es regulado por el miARN identificado y, en dltima
instancia, es el responsable de la enfermedad. Por ejemplo, Sayed et al. (Circ Res 2007; 100: 416-424) han
identificado, entre otros, que varios miARNs muestran una expresion incrementada o disminuida durante la
hipertrofia cardiaca. Los miARNs supra-regulados mas destacados son miR-199a, miR-199a*, miR-199b, miR-21 y
miR-214. Hasta la presente invencion, sin embargo, no se sabia qué genes pueden ser desregulados por parte de
la expresion aberrante de estos miARNSs y si la supra-regulacion o sub-regulacion de cualquiera de estos miARNs
provoca una enfermedad del corazén o, por ejemplo, son sélo el resultado de una enfermedad del corazon.

La presente invencién proporciona por vez primera el conocimiento de que la expresion incrementada de microARN,
por ejemplo miR-199b, provoca enfermedades del corazdn y que la inhibicion de dicho microARN inhibe la hipertrofia
cardiaca. La presente invencion proporciona, ademas, el conocimiento de que la quinasa regulada por fosforilaciéon en
tirosina de doble especificidad 1A (Dyrkla) es un objetivo directo de miR-199b. Por ejemplo, se demuestra que un
aumento en la expresion de miR-199b provoca una sub-regulacion de Dyrkla, y que esta sub-regulacion de Dyrkla
provoca, entre otras cosas, la hipertrofia de células del miocardio, lo cual conduce finalmente a la insuficiencia
cardiaca. El gen Dyrkla esté localizado en el cromosoma 21 humano y, a pesar de que su funcién no se comprende
por completo, ha sido asociado con el desarrollo (embriolégico) del sistema nervioso. Su sobre-expresion ha sido
asociada con déficits de aprendizaje y de memoria del sindrome de Down, el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer
y alguna otra enfermedad neurolégica rara (p. €j. enfermedad de Pick). Todas las enfermedades actualmente
asociadas con la expresion aberrante de Dyrkla son de origen neuroldgico. Hasta la presente invencion, Dyrkla nunca
ha sido asociado con una enfermedad del corazon, ni que hablar de la insuficiencia cardiaca. Sin embargo, la presente
invencion proporciona el conocimiento de que un aumento de Dyrkla es capaz de prevenir, disminuir o demorar la
hipertrofia del miocardio y, asi, de la insuficiencia cardiaca. El incremento de la expresién de Dyrkla se puede
conseguir directa o indirectamente, por ejemplo inhibiendo miR-199b.

Ahora que la invencion ha proporcionado el conocimiento de que la inhibicién de Dyrkla conduce a la hipertrofia
cardiaca y que el incremento de la expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla y/o la inhibicion de un microARN
capaz de inhibir Dyrkla es capaz de disminuir dicha hipertrofia cardiaca, en una primera realizacién, la invencién
proporciona un método para tratar, disminuir, contrarrestar, demorar y/o prevenir enfermedades del corazén, que
comprende administrar a un individuo que lo necesite una cantidad farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de un
microARN, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o disminuir la expresién de Dyrkla. Por lo tanto, un
inhibidor de un microARN, siendo capaz dicho microARN de inhibir o disminuir la expresién de Dyrkla, es
particularmente adecuado para uso como un medicamento. Por lo tanto, se proporciona ademas un inhibidor de un
microARN para uso en el tratamiento, disminucién, demora y/o prevencion de enfermedades del corazén, en donde
dicho microARN es capaz de inhibir o disminuir la expresién de Dyrkla.

También se proporciona el uso de un inhibidor de este tipo para la preparacién de un medicamento. Asi, una
realizacion proporciona un uso de un inhibidor de un microARN, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o
disminuir la expresién de Dyrkla, para la fabricacién de un medicamento para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir
una enfermedad del corazén.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “inhibidor de microARN” comprende compuestos que son
capaces de inhibir, o al menos inhibir parcialmente la expresion, la cantidad y/o la actividad de microARN. En el
caso de que la expresion de microARN provoque, agrave y/o mantenga una afeccion patolégica, la inhibicion o la
inhibicién parcial de la expresiéon de dicho miroARN contrarrestard, disminuird, demorara o evitara, al menos en
parte, dicha afeccion patoldgica. Si se incrementa la expresion de un microARN en un individuo en comparacion
con una situacién normal, sana, la expresion de dicho microARN se restablece preferiblemente a un valor normal,
preferiblemente al nivel de expresién presente en dicho individuo antes de que tuviera lugar dicho incremento.

La inhibicién de un microARN se consigue a través de varios métodos. Por ejemplo, se utiliza una molécula de
acido nucleico que es complementaria a al menos una parte funcional de dicho microARN. Dicha parte funcional
comprende al menos 15 nucleétidos, preferiblemente al menos 18 nucleétidos, mas preferiblemente al menos 20
nucleétidos. Después de la administracién a una célula, dicha molécula de acido nucleico se une entonces a dicho
microARN, contrarrestando, retardando y/o al menos inhibiendo en parte con ello la unién de dicho microARN al
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gen diana y, con ello, contrarrestando la funcién de dicho microARN, es decir, la regulacién del gen. Una persona
experta en la técnica es conocedora de diversos métodos de inhibir o inhibir parcialmente un microARN. Ejemplos
no limitantes son, por ejemplo, el uso de un oligo acido nucleico bloqueado (LNA — siglas en inglés) en el que esta
presente un puente extra que conecta los carbonos 2’ y 4, en que el puente “bloquea” la ribosa en la conformacion
estructural 3’-endo. Ademas, ejemplos no limitantes, comprenden un oligo morfolino, una molécula antisentido
modificada que no degrada su molécula de ARN diana, y un oligo ARN 2’-O-metilo.

Por lo tanto, en una realizacién preferida, se proporcionan un inhibidor, un uso y/o un método de acuerdo con la
invencion, en donde dicho inhibidor comprende una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 15
nucleétidos, preferiblemente al menos 18 nucleétidos, mas preferiblemente al menos 20 nucleétidos, que es
complementaria a dicho microARN.

Existen varios cientos de distintas moléculas de microARN y sus precursores estan formando racimos juntos en
base a su distancia relativa en el genoma: en general, los precursores se colocan en el mismo racimo si estan
separados uno de otro 50 kb o menos. Dado que la invencién proporciona el conocimiento de que Dyrkla es una
diana directa de miR-199b, en una realizacion preferida la invencién proporciona un inhibidor de un microARN para
uso en el tratamiento, disminucién, demora y/o prevencion de enfermedades del corazdn, en donde dicho inhibidor
es capaz de contrarrestar la expresion, cantidad y/o actividad del microARN miR-199b. Por lo tanto, también se
proporciona un inhibidor, uso y/o método de acuerdo con la presente invencion, en donde dicho inhibidor es capaz
de contrarrestar la expresion, cantidad y/o actividad del microARN miR-199b.

Un inhibidor de un microARN es especialmente (til si una cantidad eficaz es capaz de alcanzar un microARN que
se supone ha de inhibir. Dado que dicho microARN esta tipicamente presente dentro de una célula, dicho inhibidor
es capaz preferiblemente de inhibir dicho microARN dentro de dicha célula. Dado que dicho inhibidor de microARN
es especialmente (til para el tratamiento o la prevencién de enfermedades del corazén, dicho inhibidor es incluso
més preferiblemente capaz de inhibir la expresion, cantidad y/o actividad de dicho microARN dentro de una célula
del miocardio. En una realizacion, dicho inhibidor es capaz de ser introducido en dicha célula, preferiblemente una
célula del miocardio. En una realizacion, dicho inhibidor de microARN es por si mismo capaz de penetrar en una
membrana celular y entrar en una célula, preferiblemente una célula del miocardio. Sin embargo, también es
posible modificar dicho inhibidor de modo que, después de ello, sea capaz de entrar en una célula, preferiblemente
una célula del miocardio. Sin embargo, esto no es necesario, ya que se conocen muchos sistemas de transporte
capaces de introducir un compuesto en una célula.

Asi, en una realizacion preferida, se proporciona un inhibidor, un uso y/o un método de acuerdo con la invencion, en
donde dicho inhibidor es capaz de contrarrestar, inhibir y/o disminuir la expresién, cantidad y/o actividad de dicho
microARN en una célula, més preferiblemente en una célula del miocardio. Una célula del miocardio, también
denominada una célula del musculo cardiaco o un cardiomiocito, es una célula similar a, que procede de o que se
deriva de una célula muscular que en una situacién natural est4 presente en el corazén de un organismo
vertebrado. Dicha célula no necesita ser directamente obtenida del tejido del corazén, ya que también es posible
cultivar y/o almacenar este tipo de células in vitro.

Métodos para introducir un inhibidor de un microARN en una célula son conocidos en la técnica. Métodos para
introducir inhibidores, preferiblemente acido nucleico antisentido, comprenden, por ejemplo, la transfeccion de
fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion o transfeccion mediada por liposomas. Alternativamente, se
emplea la inyeccion directa del inhibidor. Sin embargo, preferiblemente, un acido nucleico que es un inhibidor y/o
gue codifica un inhibidor, se introduce en una célula mediante un vector, preferiblemente un vector viral. En la
técnica se conocen diversos términos que se refieren a la introduccion de acido nucleico en una célula por parte de
un vector. Ejemplos de términos de este tipo son “transduccion”, “transfeccion” y “transformacion”. Técnicas para
generar un vector con una secuencia de acidos nucleicos y para introducir dicho vector en una célula se conocen
en la técnica. Genes marcadores tales como, por ejemplo, genes de resistencia o sensibilidad a antibiéticos y/o
genes que codifican marcadores tales como antigenos de la superficie celular o proteinas fluorescentes tales como
la proteina de fluorescencia verde se utilizan preferiblemente para identificar células que contengan el acido
nucleico introducido, tal como se conoce bien en la técnica.

Preferiblemente, se proporciona un inhibidor de acuerdo con la invencion que es capaz de ser introducido en una
célula de mamifero in vivo. Ejemplos no limitantes de métodos de acuerdo con la invencién son el acoplamiento de
dicho inhibidor a péptidos que penetran en las células, o el uso de liposomas que contienen dicho inhibidor.
Preferiblemente, dicho inhibidor fija como objetivo células del micoardio, por ejemplo utilizando particulas artificiales
similares a HDL unidas a dicho inhibidor, potenciando el suministro al miocardio.

La inhibicion de un microARN en una célula, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o disminuir la expresion
de Dyrkla, conduce a un aumento o restablecimiento de la expresion de Dyrkla en dicha célula. Por lo tanto, en
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una realizacion preferida, se proporciona un inhibidor, uso y/o método de acuerdo con la invencién, en donde dicho
inhibidor de microARN es capaz de aumentar y/o restablecer la expresion de Dyrkla en una célula. Con el fin de ser
capaz de contrarrestar la funcion de un microARN en una célula, dicho inhibidor es preferiblemente capaz de
penetrar en el nucleo. Generalmente, se acepta que pequefias moléculas de acido nucleico, preferiblemente
moléculas antisentido tales como los oligos LNA, morfolino o ARN 2’-O-metilo antes mencionados pueden moverse
libremente entre el citosol y el nGcleo. Sin embargo, en una realizacion, se modifica un inhibidor que no es capaz de
moverse libremente entre el citosol y el ndcleo, de modo que fije como objetivo y penetre en la membrana nuclear.
Métodos para fijar como objetivo el nlcleo son bien conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, el uso de un
vector de fijacion como objetivo nuclear tal como un vector de adenovirus.

En una realizacion preferida, se proporciona un inhibidor de un microARN, un uso y/o un método de acuerdo con la
invencion, en donde dicho inhibidor comprende una molécula de &cido nucleico antisentido. Preferiblemente, se
utiliza una molécula de acido nucleico antisentido contra un microARN capaz de inhibir o disminuir la expresion de
Dyrkla. Dicha molécula antisentido comprende preferiblemente al menos 15 nucledtidos. Incluso mas
preferiblemente, dicha molécula antisentido comprende al menos 18 nucleétidos. Lo mas preferiblemente, dicha
molécula antisentido comprende al menos 20 nucledtidos.

Tal como se ha dicho antes, la invencién proporciona el conocimiento de que miR-199b disminuye la expresion de
Dyrkla que estd implicado en y/o potencia enfermedades del corazén. Por lo tanto, un inhibidor de la invencion
inhibe preferiblemente miR-199b. Por lo tanto, también se proporcionan un inhibidor, uso y/o método de acuerdo
con la invencién, en donde dicho microARN es miR-199b. Preferiblemente, dicho inhibidor de miR-199b comprende
una secuencia de acidos nucleicos capaz de unirse a miR-199b bajo condiciones fisiologicas. La Figura 6A
comprende un ejemplo no limitante de una secuencia que es capaz de unirse a miR-199b. Habitualmente se piensa
gue con el fin de poder unirse e inhibir la funcion de microARN, se permite que un acido nucleico antisentido tenga
unos pocos errores de apareamiento (preferiblemente 1 6 2). Asi, por ejemplo en el caso de una secuencia segun
se representa en la Figura 6A, al menos 20 nuclet6tidos son preferiblemente idénticos a la secuencia
complementaria de miR-199b. Ademas de ello, se permite que un &cido nucleico antisentido sea algo mas corto que
su secuencia diana. Un antisentido contra miR-199b es preferiblemente de al menos 20 nucledtidos de longitud. Por
lo tanto, en una realizacién preferida se proporciona un inhibidor, uso y/o método de acuerdo con la invencién, en
donde dicho inhibidor comprende una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia con una longitud
de al menos 18, preferiblemente al menos 20 nucleétidos con una identidad de la secuencia de al menos el 90%
con al menos 18, preferiblemente al menos 20 nucleétidos de miR-199b; o el complemento de la misma. En una
realizacién, dicha molécula de &cido nucleico comprende una secuencia con una longitud de al menos 20
nucledtidos con una identidad de la secuencia de al menos el 90% a al menos parte de una secuencia mostrada en
la Figura 6A, teniendo dicha parte al menos 20 nucleétidos. Dicha secuencia de &cidos nucleicos es,
preferiblemente, al menos un 90% idéntica a la secuencia GAACAGGUAGUCUAAACACU.

Una realizacion particularmente preferida proporciona un inhibidor, un uso y/o un método de acuerdo con la

invencion, en donde dicho inhibidor comprende:

- una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 20 nucleétidos con una identidad de la
secuencia de al menos el 90% con al menos parte de la secuencia CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC
(hsa-miR-199b-5p) o el complemento de la misma, teniendo dicha parte al menos 20 nucleétidos, y/o

- una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 20 nucleétidos con una identidad de la
secuencia de al menos el 90% con al menos parte de la secuencia ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA
(hsa-miR-199b-3p) o el complemento de la misma, teniendo dicha parte al menos 20 nucleétidos. Una
secuencia de acidos nucleicos de este tipo con una longitud de al menos 20 nucle6tidos es particularmente
adecuada para contrarrestar miR-199b, aumentando y/o restableciendo con ello la expresion de Dyrkla en
una célula. Por lo tanto, como resultado, dicha secuencia de acidos nucleicos es particularmente adecuada
para contrarrestar enfermedades del corazén y para la preparacién de un medicamento para contrarrestar
y/o prevenir enfermedades del corazon.

La expresion “% de identidad de la secuencia” se define en esta memoria como el porcentaje de nucleétidos en una
secuencia de acidos nucleicos que es idéntico con los nucleétidos en una secuencia de acidos nucleicos de interés
después de alinear las secuencias e introducir opcionalmente huecos, si es necesario, para conseguir el porcentaje
maximo de identidad de la secuencia. Métodos y programas de ordenador para las alineaciones son bien conocidos
en la técnica. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion “secuencia de acidos nucleicos” y “nucledétidos”
abarca también moléculas no naturales basadas en y/o derivadas de secuencias de acidos nucleicos tales como,
por ejemplo, secuencias de acidos nucleicos artificialmente modificadas, acidos nucleicos peptidicos asi como
secuencias de acidos nucleicos que comprenden al menos un nucleétido modificado y/o nucleétido no natural tal
como, por ejemplo, inosina.
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Un inhibidor tal como se describe antes es, asi, especialmente adecuado para la fabricacion de un medicamento
para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir enfermedades del corazon, preferiblemente insuficiencia cardiaca. En
una realizacién, la invencion proporciona, por lo tanto, un uso de un inhibidor de microARN, en donde dicho
microARN es capaz de inhibir o disminuir la expresion de Dyrkla para la fabricacion de un medicamento para tratar,
disminuir, demorar y/o prevenir enfermedades del corazon, preferiblemente la insuficiencia cardiaca. En una
realizacion preferida, se proporciona un uso de acuerdo con la invencion en donde dicho inhibidor comprende una
molécula de acido nucleico que es complementaria a al menos 15 nucleétidos, preferiblemente a al menos 18
nucledtidos, lo mas preferiblemente a al menos 20 nucleétidos de dicho microARN. Se proporciona, ademas, un
uso de acuerdo con la invencion, en donde dicho inhibidor es capaz de contrarrestar la expresion, cantidad y/o
actividad del microARN miR-199b. En una realizacién preferida, dicho inhibidor es capaz de inhibir o disminuir la
expresion de dicho microARN en una célula, aumentando o restableciendo con ello preferiblemente la expresion de
Dyrkla en dicha célula. Dicha célula es preferiblemente una célula del miocardio. Todavia en otra realizacion
preferida, se proporciona un uso de acuerdo con la invencién, en donde dicho inhibidor comprende una molécula de
acido nucleico antisentido con una longitud de al menos 20 nucledtidos, preferiblemente con al menos una identidad
de la secuencia del 90% con una secuencia mostrada en la Figura 6A o el complemento de la misma. Secuencias
de acidos nucleicos antisentido particularmente preferidas son secuencias con una longitud de al menos 20
nucledtidos, con una identidad de la secuencia de al menos el 90% con al menos parte de la secuencia
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (hsa-miR-199b-5p) 0 ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA (hsa-miR-199b-3p) o
el complemento de cualquiera de estas secuencias, teniendo dicha parte al menos 20 nucle6tidos. En una
realizacion preferida, la invencion proporciona, por lo tanto, un uso de una secuencia de &cidos nucleicos con una
longitud de al menos 20 nucleétidos con una identidad de la secuencia de al menos el 90% con al menos parte de
la secuencia CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (hsa-miR-199b-5p) o el complemento de la misma, teniendo
dicha parte al menos 20 nucledtidos, para la fabricacién de un medicamento para tratar, disminuir, demorar y/o
prevenir enfermedades del corazon, preferiblemente la insuficiencia cardiaca. Otra realizacion preferida proporciona
un uso de una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 20 nucleétidos con una identidad de la
secuencia de al menos el 90% con al menos una parte de la secuencia ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA (hsa-
miR-199b-3p) o el complemento de la misma, teniendo dicha parte al menos 20 nucle6tidos, para la fabricacion de
un medicamento para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir enfermedades del corazén, preferiblemente la
insuficiencia cardiaca.

Con un uso de acuerdo con la invencion es asi posible tratar, disminuir, demorar o prevenir, al menos en parte, una
enfermedad del corazén.

En una realizacion, la invencion proporciona un método para tratar, disminuir, contrarrestar, demorar y/o prevenir
una enfermedad del corazdén, que comprende administrar a un individuo que lo necesite una cantidad
farmacéuticamente eficaz de un inhibidor de microARN, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o disminuir la
expresion de Dyrkla. En una realizacion, a dicho individuo se le ha diagnosticado una enfermedad del corazén
antes del tratamiento. Por lo tanto, también se proporciona un método que comprende determinar si un sujeto esta
padeciendo una enfermedad del corazén y, si aparece que dicho sujeto estd padeciendo la enfermedad del
corazon, tratar a dicha persona con un método de acuerdo con la presente invencion.

Preferiblemente, se proporciona un método de acuerdo con la invencion en el que dicho inhibidor comprende una
secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 15, preferiblemente al menos 18, lo mas
preferiblemente al menos 20 nucleétidos que es al menos 90% complementaria a dicho microARN, secuencia de
acidos nucleicos que es preferiblemente capaz de contrarrestar la expresion, cantidad y/o actividad del microARN
miR-199b. Dicha secuencia de acidos nucleicos es preferiblemente al menos 90% complementaria a miR-199b.
Incluso de manera mas preferida, se proporciona un método de acuerdo con la invencion, en el que dicho inhibidor
es capaz de inhibir o disminuir la expresion de dicho microARN en una célula, incluso mas preferiblemente en una
célula del miocardio. Todavia en otra realizacion preferida, se proporciona un método de acuerdo con la invencion,
en el que dicho inhibidor comprende una molécula de acido nucleico antisentido, preferiblemente con una longitud
de al menos 20 nucle6tidos con una identidad de la secuencia de al menos el 90% con una secuencia mostrada en
la Figura 6A o el complemento de la misma.

En otra realizacion de la invencion, se proporciona un método para contrarrestar la expresion de microARN, en el
que un inhibidor de acuerdo con la invencion se expresa en una célula diana. En una realizacién, se utiliza un vector
gue comprende una secuencia de acidos nucleicos que comprende y/o codifica dicho inhibidor de acuerdo con la
invencion.

La invencion proporciona también, asi, un vector que comprende una secuencia de acidos nucleicos, secuencia que
comprende o codifica un inhibidor de la expresién de microARN, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o
disminuir la expresion de Dyrkla. Dicho vector comprende preferiblemente un vector retroviral, adenoviral, viral
adeno-asociado o lentiviral.
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Tal como ya se ha descrito antes, se prefiere aumentar la expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla con el fin de
contrarrestar, demorar o al menos prevenir en parte enfermedades del corazon. Esto se puede conseguir de modo
indirecto, por ejemplo disminuyendo la expresién, cantidad y/o actividad de miR-199b, o de manera directa, a través
del aumento de la expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla. La expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b se
contrarrestan preferiblemente mediante una secuencia de acidos nucleicos que es al menos 90% complementaria a
al menos 18, preferiblemente a al menos 20 nucleétidos de miR-199b. Por lo tanto, se proporciona, ademas, un
vector de acuerdo con la invencién, que comprende una molécula de &acido nucleico con una longitud de al menos
18 nucledtidos que es al menos 90% complementaria a al menos 18 nucleétidos del microARN miR-199b. Dicho
vector comprende preferiblemente:

- una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 20 nucleétidos con una identidad de la
secuencia de al menos el 90% <con al menos una parte de la secuencia
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (hsa-miR-199b-5p) o el complemento de la misma, teniendo dicha
parte al menos 20 nucledtidos, y/o

- una secuencia de 4cidos nucleicos con una identidad de la secuencia de al menos el 90% con al menos
una parte de la secuencia ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA (hsa-miR-199b-3p) o el complemento de la
misma, teniendo dicha parte al menos 20 nucledétidos.

Como se ha dicho antes, también es posible aumentar la expresién, cantidad y/o actividad de Dyrkla directamente.
Esto se puede conseguir, por ejemplo, mediante el uso de un vector que comprende o codifica un compuesto que
incrementa Dyrkla.

Una realizacién proporciona un vector de acuerdo con la invencién que comprende un promotor adecuado para la
expresion en una célula de mamifero. En una realizacion, dicho promotor esta operativamente enlazado a una
molécula de acido nucleico capaz de incrementar la expresién, cantidad y/o actividad de Dyrkla. En otra
realizacion, dicho promotor esta operativamente enlazado a una molécula de acido nucleico capaz de contrarrestar
la expresion, cantidad y/o actividad del microARN miR-199b. En una realizacion particularmente preferida, un vector
de acuerdo con la invencién es adecuado para la expresion en una célula del miocardio. En ese caso, dicho vector
comprende preferiblemente un promotor adecuado para la expresion en una célula del miocardio. En una
realizacion, un vector de acuerdo con la invencién comprende un promotor ubicuo o un promotor especifico para el
organo, preferiblemente un promotor especifico para células del miocardio. Un vector de este tipo es especialmente
util para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir enfermedades del corazén. Por lo tanto, en una realizacion, la
invencion proporciona un uso de un vector de acuerdo con la invencion para la preparacion de un medicamento
para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir enfermedades del corazon.

La invencion proporciona también una célula aislada que comprende un vector y/o un inhibidor de acuerdo con la
invencion. Dicha célula comprende preferiblemente una célula de mamifero. En una realizacién particularmente
preferida, dicha célula comprende una célula del miocardio. Una célula aislada de este tipo que comprende un
vector y/o un inhibidor de acuerdo con la invencion es especialmente Util para tratar, disminuir, demorar y/o
prevenir, al menos en parte, una enfermedad del corazén. Por lo tanto, en una realizacion, se proporciona una
célula aislada que comprende un vector y/o un inhibidor de acuerdo con la invencion para el uso en el tratamiento,
disminucioén, demora y/o prevencién de una enfermedad del corazon.

Preferiblemente, dicha célula aislada comprende una célula del miocardio, una célula progenitora del miocardio o
una célula madre. En una realizacion, una célula del miocardio, progenitora 0 madre de este tipo se inyecta en un
miocardio, preferiblemente en una parte dafiada de un corazén, en donde dicha célula es capaz de expandirse y
reparar la parte dafiada. En otra realizacion, una célula de acuerdo con la invencion se inyecta en la circulacion de
un individuo, permitiendo que la célula se injerte en el corazén de dicho individuo, preferiblemente en una parte
dafada del corazon y repare (al menos parcialmente) la parte dafiada.

En una realizacion preferida, se proporciona una célula aislada de acuerdo con la invencion en donde esté presente
una secuencia de acidos nucleicos que comprende o codifica un inhibidor de acuerdo con la invencién. Dicha
secuencia de acidos nucleicos esta preferiblemente enlazada operativamente a un elemento regulador exégeno que
es especifico para células del miocardio. Dicho elemento regulador exdgeno esta, por ejemplo, operativamente
enlazado a un acido nucleico antisentido de miR-199b, acido nucleico antisentido que es al menos un 90% idéntico
a al menos 18 nucleotidos, preferiblemente a al menos 20 nucleétidos de miR-199b, con el fin de potenciar la
expresion de dicho acido nucleico antisentido en células del miocardio. Un uso de un elemento regulador exdgeno
gue es especifico para células del miocardio proporciona diversas ventajas. Por ejemplo, después de la
transduccién de células madre y/o células progenitoras, un inhibidor de acuerdo con la invencion no sera expresado
en todos los tipos de células diferenciadas, sino principalmente en células del miocardio, facilitando el
enriquecimiento y/o aislamiento de células del miocardio.
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Una célula aislada de acuerdo con la invencién que comprende un vector y/o un inhibidor es también especialmente
util para la preparacion de un medicamento, preferiblemente para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir una
enfermedad del corazén. Asi, la invencién proporciona también un uso de una célula aislada que comprende un
vector y/o un inhibidor de acuerdo con la invencion para la preparacion de un medicamento, preferiblemente para
tratar, disminuir, demorar y/o prevenir una enfermedad del corazon.

Ademas de ello, se proporciona un método para tratar, disminuir, demorar y/o prevenir una enfermedad del corazon,
que comprende administrar a un individuo que lo necesite una cantidad farmacéuticamente eficaz de un vector y/o
una célula de acuerdo con la invencién. La invencion proporciona, ademas, una composicién farmacéutica que
comprende un inhibidor de microARN, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o disminuir la expresion de
Dyrkla, comprendiendo ademas dicha composicion farmacéutica un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Dicho inhibidor comprende preferiblemente un inhibidor de miR-199b,
preferiblemente una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 18, preferiblemente al menos 20
nucleétidos, que es al menos 90% idéntica a al menos 18, preferiblemente al menos 20 nucleétidos de miR-199b o
el complemento del mismo. También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un vector y/o
una célula aislada de acuerdo con la invencién, que comprende, ademas, un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Vehiculos, diluyentes, excipientes y similares adecuados son comUnmente
conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica y se pueden encontrar facilmente y aplicar por parte del
experto, siendo referencias, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,
Filadelfia, PA, 172 ed. 1985.

Una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion se presenta en cualquier forma, por ejemplo como un
comprimido, como un fluido inyectable o como un fluido para infusion, etc. Ademas de ello, dicho inhibidor, vector
ylo célula de acuerdo con la invencion se puede administrar a través de diferentes vias, por ejemplo la intravenosa,
bronquial u oral. Todavia otra via de administracion adecuada es la inyeccion local, preferiblemente en el miocardio.

En una realizacion preferida, la via de administracion utilizada es la intravenosa. Resulta claro para la persona
experta que se suministra preferiblemente una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor, vector y/o célula de
acuerdo con la invencion. Intervalos de dosis de inhibidores, vectores, células y/u otras moléculas de acuerdo con
la invencién a utilizar en las aplicaciones terapéuticas segun se describen en esta memoria estan disefiadas sobre
la base de estudios de dosis crecientes en la clinica en ensayos clinicos para los que existen rigurosos requisitos
de protocolo. Como un punto de partida se utiliza una dosis entre 0,01 y 100 mg/kg/dia.

La presente invencién proporciona el conocimiento de que la inhibicion de Dyrkla conduce a una enfermedad del
corazon que puede ser contrarrestada, disminuida, demorada y/o prevenida aumentando la expresion, cantidad y/o
actividad de Dyrkla y/o la inhibicion de un microARN capaz de inhibir Dyrk1a. Por lo tanto, la invencién proporciona,
ademas, un uso, un método, un vector, un inhibidor, una célula aislada y/o una composiciéon farmacéutica de
acuerdo con la invencion, en donde dicha enfermedad del corazon esta asociada con la expresion de microARN y/o
la expresion disminuida o inhibida de Dyrkla. Preferiblemente, dicho microARN es miR-199b.

La disminucién de la expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b, y/o el incremento de la expresion, cantidad y/o
actividad de Dyrkla es particularmente Util para contrarrestar, disminuir, demorar o prevenir, al menos en parte, una
enfermedad del corazon hipertréfica y/o insuficiencia cardiaca y/o una enfermedad del corazén que esta relacionada
con una afeccién después de isquemia del corazon, diabetes, hipertension y/o al menos una mutacion genética
heredada que provoca cualquier forma de enfermedad del corazén congénita de brote temprano o tardio.

Se proporciona, ademas, por lo tanto un uso, un método, un vector, un inhibidor, una célula aislada y/o una
composicion farmacéutica de acuerdo con la invencidon, en donde dicha enfermedad del corazén es una
enfermedad del corazén hipertréfica, preferiblemente una insuficiencia cardiaca. En una realizacion preferida, dicha
enfermedad del corazén estd asociada con una afeccion después de isquemia del corazén, diabetes y/o
hipertension, y/o esta asociada de forma relacionada con al menos una mutacién genética heredada que provoca
una enfermedad del corazén congénita de brote temprano o tardio. En una realizacion preferida, la invencién
proporciona un método para contrarrestar, disminuir, tratar, demorar o prevenir una enfermedad del corazén
asociada con una afeccion después de isquemia del corazon, diabetes y/o hipertensién, y/o asociada con al menos
una mutacién genética heredada que provoca una forma de enfermedad del corazén congénita de brote temprano o
tardio, que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad farmacéuticamente eficaz de un vector,
un inhibidor, una célula aislada y/o una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencién, preferiblemente
después de que dicho sujeto ha sido diagnosticado con dicha enfermedad del corazén.
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Todavia en otra realizacién, la invencion proporciona un animal de ensayo no humano al que se le ha
proporcionado un inhibidor de microARN, en donde dicho microARN es capaz de inhibir o disminuir la expresién de
Dyrkla. Dicho inhibidor comprende preferiblemente un inhibidor de miR-199b. También se proporciona un animal
de ensayo no humano al cual se le ha proporcionado un vector, una célula aislada y/o una composicion
farmacéutica de acuerdo con la invencién. Un animal de ensayo no humano de este tipo es especialmente util para
el rastreo, deteccién y/o identificaciobn de compuestos candidatos capaces de inhibir o disminuir la expresion,
cantidad y/o actividad de miR-199b. Un animal de ensayo no humano de este tipo también es especialmente (util
para el rastreo, deteccién y/o identificacion de compuestos candidatos capaces de aumentar y/o restaurar la
expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla. Por lo tanto, un animal de ensayo no humano de acuerdo con la
invencion es especialmente Util para el rastreo, deteccion y/o identificacion de compuestos candidatos capaces de
contrarrestar, disminuir, demorar o prevenir una enfermedad del corazén.

Métodos de rastreo para compuestos candidatos son especialmente Utiles para identificar nuevos inhibidores y, por
lo tanto, también se proporcionan con esta memoria. Un método de rastreo comprende, por ejemplo, poner en
contacto un compuesto candidato con una célula aislada y medir la expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b
y/o Dyrkla. Dicha expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla se compara preferiblemente con la
expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla del mismo tipo de célula o animal sin dicho compuesto
candidato. Una expresion, cantidad y/o actividad disminuida de miR-199b y/o incrementada de Dyrkla con relacion
a dicha célula o animal sin dicho compuesto candidato indica que dicho compuesto candidato es capaz de
contrarrestar y/o prevenir enfermedades del corazén. Se proporciona, ademas, asi un método para determinar si un
compuesto candidato es capaz de contrarrestar y/o prevenir una enfermedad del corazén, que comprende poner en
contacto dicho compuesto candidato con una célula aislada y/o un animal de ensayo no humano, y medir la
expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla en dicha célula y/o dicho animal, que comprende,
ademas, comparar dicha expresion, cantidad y/o actividad medida con la expresion, cantidad y/o actividad de miR-
199b y/o Dyrkla en el mismo tipo de célula o animal sin dicho compuesto candidato, en donde la expresion,
cantidad y/o actividad disminuida de miR-199b y/o incrementada de Dyrkla con relacién a dicha célula o animal sin
compuesto candidato indica que dicho compuesto candidato es capaz de contrarrestar y/o prevenir una enfermedad
del corazén. Preferiblemente, dicho compuesto candidato se pone en contacto con una célula que muestra una
expresion, cantidad y/o actividad incrementada de miR-199b y/o disminuida de Dyrkla en comparacién con una
célula o animal sano. Dicha expresion, cantidad y/o actividad incrementada en miR-199b y/o disminuida en Dyrkla
resulta preferiblemente en una hipertrofia en la célula. El contacto de dicha célula hipertréfica con un compuesto
candidato y la medicién de la expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla y/o la medicion de la forma
y tamafio de dicha célula y la comparacion con dichas mediciones con valores de referencia, por ejemplo de dicha
célula antes de poner en contacto dicha célula con dicho compuesto candidato o, por ejemplo, una célula aislada
que no se pone en contacto con dicho compuesto candidato, identifica compuestos que son capaces de inhibir miR -
199b y aumentar la expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla y/o disminuir o inhibir la hipertrofia de dicha célula.

Una realizacion proporciona un método de rastreo que comprende administrar un compuesto candidato a un animal
de ensayo no humano y medir la expresién, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla y comparar dicha o
dichas mediciones con un valor de referencia segin se describe arriba. Preferiblemente, dicho animal de ensayo no
humano exhibe una expresion, cantidad y/o actividad incrementada de miR-199b y/o disminuida de Dyrkla antes de
poner en contacto dicha célula o dicho animal con dicho compuesto. La invencion proporciona el conocimiento de
que un animal de ensayo no humano de este tipo se encuentra en un riesgo mayor de desarrollar una enfermedad
del corazon, en particular insuficiencia cardiaca. La puesta en contacto de dicho animal con un inhibidor de acuerdo
con la invencion contrarrestara, prevendra, demorara o disminuira dicha enfermedad del corazén. Un animal de este
tipo es, asi, especialmente Util para rastrear un compuesto candidato en cuanto a su capacidad para prevenir,
tratar, demorar y/o disminuir una enfermedad del corazén. Adicional o alternativamente, se utiliza una célula de
acuerdo con la invencién. Por lo tanto, en una realizacion la invenciéon proporciona un método para rastrear un
compuesto candidato, que comprende poner en contacto dicho compuesto candidato con una célula aislada y/o un
animal de ensayo no humano y medir la expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla en dicha célula
y/o en dicho animal y comparar dicha medicion con un valor de referencia obtenido, por ejemplo, de dicha célula o
dicho animal antes de poner en contacto dicha célula o dicho animal con dicho compuesto candidato o, por ejemplo,
de otra célula o animal que no ha sido puesto en contacto con dicho compuesto candidato. Una disminucién en
miR-199b y/o un incremento en Dyrkla de la expresion, cantidad y/o actividad demuestra que dicho compuesto
candidato es capaz de contrarrestar y/o prevenir una enfermedad del corazén, en particular una insuficiencia
cardiaca.

En una realizacion preferida, dicho compuesto candidato se pone en contacto con una célula o animal de ensayo no
humano aislado que exhibe una expresién, cantidad y/o actividad incrementada de miR-199b o disminuida de
Dyrkla en comparacion con una célula o animal normal y sano del mismo tipo. Una célula aislada que exhibe una
expresion, cantidad y/o actividad incrementada de miR-199b y/o disminuida de Dyrkla es especialmente util, ya que
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cambia su forma y tamario, es decir, la célula se vuelve hipertréfica. Contrarrestar dicho incremento de miR-199b
y/o disminucién de Dyrkla contrarresta dicho cambio en la forma y tamafio y, asi, una célula de este tipo es
particularmente util para fines de rastreo, dado que la lectura de dicho rastreo se realiza facilmente, por ejemplo,
con un microscopio. Un animal de ensayo no humano que exhibe una expresion, cantidad y/o actividad
incrementada de miR-199b y/o disminuida de Dyrkla es también particularmente Util para fines de rastreo, ya que
un animal de este tipo estd desarrollando una enfermedad del corazén o esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad del corazén. Un compuesto candidato capaz de contrarrestar y/o prevenir una enfermedad del corazén
es, asi, facilmente identificado en dicho animal.

Asi, la invencién proporciona un método de rastreo, que comprende poner en contacto un compuesto candidato con
una célula o animal de ensayo no humano aislado, preferiblemente que muestra una expresion, cantidad y/o
actividad incrementada de miR-199b o disminuida de Dyrkla, que comprende, ademas, evaluar la forma y/o tamafio
de dicha célula aislada y/o la gravedad y/o el riesgo de una enfermedad del corazdn, preferiblemente insuficiencia
cardiaca, en dicho animal de ensayo no humano, y comparar dicho tamafio y/o forma de dicha célula y/o gravedad
ylo riesgo de dicha enfermedad del corazén en dicho animal de ensayo no humano con un valor de referencia.
Dicho valor de referencia se puede obtener de la misma célula o del mismo animal, por ejemplo antes de poner en
contacto dicha célula o animal con dicho compuesto candidato. Dicho valor de referencia también se puede obtener
de otra célula o animal que, por ejemplo, no se pone en contacto con dicho compuesto candidato. Un cambio en el
valor, preferiblemente una disminucién en el tamafio de la célula y/o una disminucién en el riesgo y/o gravedad de
la enfermedad del corazon indica si dicho compuesto candidato es capaz de contrarrestar una enfermedad del
corazon.

Una realizacion preferida proporciona, por lo tanto, un método para determinar si un compuesto candidato es capaz
de contrarrestar y/o prevenir una enfermedad del corazon, que comprende poner en contacto dicho compuesto
candidato con una célula aislada y/o un animal de ensayo no humano, en donde dicha célula aislada y/o dicho
animal de ensayo no humano muestra preferiblemente una expresion, cantidad y/o actividad incrementada de miR-
199b o disminuida de Dyrkla, y en donde se mide la forma y tamafio de dicha célula aislada y/o la gravedad y/o el
riesgo de desarrollar una enfermedad del corazén, preferiblemente insuficiencia cardiaca, en dicho animal de
ensayo no humano, que comprende, ademas, comparar dicha expresion, cantidad y/o actividad medida, dicha
forma y/o tamafio, y/o dicho riesgo y/o gravedad con los valores correspondientes del mismo tipo de célula o animal
no humano sin dicho compuesto candidato, en donde la expresion, cantidad y/o actividad disminuida de miR-199b
y/o incrementada de Dyrkla, un cambio en el tamafio y forma, preferiblemente una disminucion en el tamafio y/o
una disminucién en el riesgo y/o gravedad de una enfermedad del corazén con relacion a dicha célula o animal no
humano sin dicho compuesto candidato indica que dicho compuesto candidato es capaz de contrarrestar y/o
prevenir una enfermedad del corazon.

Compuestos candidatos, identificados con un método de acuerdo con la presente invencion, son especialmente
utiles para el tratamiento de enfermedades relacionadas con miR-199b y/o relacionadas con Dyrkla, por ejemplo a
través de la inhibicibn de miR-199b, incluido el tratamiento de una enfermedad del corazdn, preferiblemente
insuficiencia cardiaca. Por lo tanto, también se proporcionan compuestos de este tipo, asi como su uso contra una
enfermedad del corazdn, asi como su uso para la preparacion de un medicamento contra una enfermedad del
corazon.

La invencion proporciona el conocimiento de que una enfermedad del corazon, por ejemplo insuficiencia cardiaca,
esta relacionada con una expresion disminuida de Dyrkla, y que miR-199b es capaz de lograr precisamente esto.
Sin embargo, tal como se ha esbhozado antes, existen cientos de microARNs ya conocidos y se ha presumido que
existe en mamiferos un cierto nimero de varios miles de microARNs diferentes, y generalmente se piensa que cada
uno de ellos regula cientos de genes. Asi, junto a miR-199b, existen otros microARNs que son capaces de regular
la expresion de Dyrkla. Cualquiera de estos microARNs son Utiles para aumentar o restablecer la expresion de
Dyrkla. También es posible inhibir o disminuir indirectamente la expresion de miR-199b, p. ej. a través de la
manipulacién de factores de transcripcién que regulan miR-199b, aumentado con ello indirectamente la expresion
de Dyrkla. Los actuales criterios en la técnica sugieren que la expresion de un microARN es principalmente
controlada al nivel de la transcripcion.

En una realizacion, por lo tanto, la invencién proporciona, ademas, un método para tratar, disminuir, demorar o
prevenir una enfermedad del corazén, que comprende disminuir o inhibir la expresion de miR-199b y/o aumentar o
restablecer la expresioén, cantidad y/o actividad de Dyrkla en un sujeto que padece o esta en riesgo de padecer
dicha enfermedad del corazon.

Naturalmente, también es posible influir directamente sobre Dyrkla sin el uso de, por ejemplo, miR-199b. Por
ejemplo, es posible aumentar la expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla enddgeno o administrar Dyrkla
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exdgeno y/o un acido nucleico que codifica Dyrkla con el fin de aumentar la cantidad la cantidad y/o actividad
(global) de Dyrk1la.

Todavia en otra realizacion, la invencién proporciona, asi, un compuesto capaz de aumentar o restablecer la
expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla para uso como un medicamento. Un compuesto capaz de aumentar o
restablecer la expresion, cantidad y/o actividad de Dyrkla se utiliza preferiblemente para tratar, disminuir, demorar
ylo prevenir enfermedades del corazén, o para la preparacién de un medicamento contra enfermedades del
corazon. En una realizacién preferida, dicho compuesto comprende una secuencia de acido nucleico que
comprende una secuencia que codifica Dyrkla o un equivalente funcional del mismo.

La invencion se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la
invencion, sino que sirven meramente para clarificar la invencion.

Ejemplos

MATERIALES Y METODOS

Ratones. En calidad de modelos de animales experimentales, los autores de la invencion hicieron uso de ratones
B6CBA de tipo salvaje y MHC-CnA transgénicos, de 2 meses de edad, que expresan un mutante activado de
calcineurina bajo el control del promotor de la cadena pesada de a-miosina cardiaca murino (Myh6)*? de 5,5 kb.
Todos los protocolos se realizaron de acuerdo con directrices institucionales y fueron aprobados por los Comités
locales para el Cuidado y Uso de Animales.

Bandeo adrtico. El bandeo adrtico transversal (TAC — siglas en inglés) o la cirugia simulada se realiz6 en B6CBA de
tipo salvaje de 2 meses de edad, sometiendo la aorta a una constriccién de calibre 27, definida, entre el primer y
segundo tronco del arco adrtico segtin se describe previamente en detalle®. Se utilizé una ecocardiografia Doppler
para calcular el gradiente de presion entre los sitios proximal y distal de la constriccién adrtica transversal utilizando
la ecuacion de Bernoulli estimada mediante Doppler4, y solamente se incluyeron ratones con un gradiente de
presion > 20 mm de Hg.

Aislamiento de ARN procedente de tejido de ratén o lineas de células de mamifero estables. Los autores de la
invencion aislaron ARN total a partir de diferentes tejidos de ratdén o a partir de células de mamifero cultivadas.
Ratones de tipo salvaje y MHC-CnA transgénicos fueron sacrificados mediante dislocacion cervical bajo anestesia
con isofluorano. Se retiraron los corazones enteros y pequefias muestras de cerebro, timo, rifién, intestino, colon y
testiculos, se limpiaron en PBS, se colocaron en un tubo marcado que contenia 1 ml de reactivo TRIzol (Invitrogen)
e inmediatamente se colocaron en nitrdgeno liquido. Los tejidos se homogeneizaron varias veces a la velocidad
méaxima, cada vez durante aproximadamente 1 minuto (para prevenir un sobrecalentamiento) hasta la alteracion
completa. Las células, cultivadas en placas de 6 pocillos hasta un 100% de confluencia, se lavaron dos veces con
PBS antes de afiadir 1 ml de TRIzol por pocillo y se recogieron los lisados de células en tubos exentos de RNasa.
Después de agitar los productos homogeneizados durante 10 minutos a 4°C (para permitir la disociacién completa
de complejos de nucleoproteinas) se afiadieron a cada una de las muestras 0,3 ml de cloroformo por cada 1 ml de
TRIzol. La centrifugacién a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C resulta en la separacion de ARN (fase acuosa
superior) a partir de ADN y proteinas (fase organica inferior e intermedia). Las fases acuosas (60% del volumen de
la muestra) se recogieron en nuevos tubos exentos de RNasa, y el ARN se precipité con 0,5 ml de isopropanol
mediante incubacion a -20°C durante al menos 1 hora y centrifugacion a 12.000 g durante 30 minutos a 4°C. Los
sedimentos, que contenian el ARN, se lavaron dos veces con 1 ml de etanol al 70% a 12.000 g durante 5 minutos a
4°C. Después de la decantacién del etanol y de la separacion total mediante evaporacion, las muestras se
disolvieron en 20-30 pl de agua exenta de RNasa. La cantidad de ARN procedente de los tejidos individuales se
midio con un espectrofotdémetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Wilmington), y la calidad del ARN se vigilo utilizando
un bioanalizador Agilent 2100.

Perfilado de Expresién de microARN Exigon y Anélisis de los Datos. El andlisis de expresion de 483 miARNs
se realiz6 mediante un servicio de perfilado de miARN (Exigon, Dinamarca), utilizando matrices miRCURY de LNA.
En sintesis, dos pug de ARN total agrupado de 3 muestras (3 corazones transgénicos de MHC-CnA) y agrupacion de
referencia (3 corazones no transgénicos) se marcaron con el marcador fluorescente Hy3™ y Hy5™,
respectivamente, utilizando el kit de marcaje de matrices miRCURY™ de LNA. Las muestras marcadas con Hy3™ y
una muestra de ARN de la agrupacion de referencia marcada con Hy5™ se mezclaron por pares y se hibridaron a
la matriz miRCURY™ de LNA version 8.1 que contiene sondas de captura que fijan como objetivo todos los
MiARNs para todas las especies registradas en la miRBASE versién 8.1 en el Instituto Sanger. La hibridacion se
realizé de acuerdo con el manual de matrices miRCURY™ de LNA utilizando una estacion de hibridacién Tecan
HS4800 (Tecan, Austria). Después de la hibridacién, los portaobjetos de las micromatrices se escanearon y se
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almacenaron en un entorno exento de ozono (nivel de ozono por debajo de 2,0 ppb) con el fin de evitar un blanqueo
potencial de los colorantes fluorescentes. Los portaobjetos de matrices de LNA se escanearon utilizando el Sistema
de Escaneo de Micromatrices Agilent G2505B (Agilent Technologies, Inc., EE.UU.) y el andlisis de las imagenes se
llevé a cabo utilizando el software ImaGene 7.0 (BioDiscovery, Inc., EE.UU.). La sefal bruta para cada una de las
sondas se obtuvo sustrayendo el maximo del fondo local y sefiales control negativas a partir de la sefial en primer
plano. Los datos se pre-procesaron para eliminar manchas de baja calidad y se utilizé la normalizaciéon para
eliminar cualquier desviaciéon sistematica. Las sefiales cuantificadas se normalizaron utilizando el algoritmo de
regresion global Lowess (LOcally WEighted Scatterplot Smoothing — suavizado mévil mediante regresion ponderada
localmente) (Exigon).

Transferencia Northern. Tres microgramos de ARN total procedente de corazén u otros tejidos diferentes se
fraccionaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 12% que contenia urea 8 M, se transfirieron a una
membrana Nytran N (Schleicher & Schuell, Alemania) por el método capilar y se fijaron mediante reticulacién UV de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las membranas se hibridaron con sondas de deteccion de LNA
marcadas con 5’-Dig-oxigenina (Dig) especificas (Exigon) para miR-199b o U6 (testigo de carga). La deteccién se
realizé con un anticuerpo contra Dig (Roche).

Adenovirus recombinantes, oligonucleotidos de LNA y moléculas precursoras de miARN. Un adenovirus que
expresa un mutante activado de calcineurina (AdCnA) se describi6 anteriormente®. AdLacZ se describio
previamenteG. Oligonucledtidos antisentido que fijan como objetivo miR-199b se obtuvieron de Exigon (oligo mmu-
miR-199b inactivado miRCURY de LNA, LNA miR-199b) y moléculas precursoras de miR-199b se obtuvieron de
Ambion (precursor de mMiIARN mmu-miR-199b pre-miR™, pre-miR-199b).

Cultivos de cardiomiocitos de rata neonatales primarios. Miocitos ventriculares de rata neonatales se obtuvieron
mediante disociacion enzimética de ventriculos neonatales de rata de 1-2 dias de edad segun se describe
previamente en detalle’. Los ventriculos se almacenaron en DMEM tamponado con HEPES (pH 7,4) antes de
realizar multiples rondas de digestiébn enzimética en base de DMEM mezcla de nutrientes F-12 Ham (Sigma),
suplementados con 0,7 mg/ml de colagenasa tipo 2 (Invitrogen) y 1 mg/ml de pancreatina (Sigma). Las células se
recogieron mediante centrifugacion a 61 x g durante 10 min, se volvieron a suspender en suero de ternero neonatal
(Invitrogen) y se almacenaron en una incubadora a 37°C. Todas las suspensiones celulares se agruparon, se
centrifugaron a 61 x g durante 10 min y se volvieron a suspender en DMEM (Invitrogen) suplementado con suero de
caballo al 10% (Invitrogen) y suero de ternero fetal al 5% (Invitrogen). Subsiguientemente, las células se
extendieron diferencialmente durante 3 h en placas de cultivo celular no revestidas para eliminar no miocitos
contaminantes. Los cardiomiocitos (que contenian menos de 5% de no miocitos) se extendieron luego en placas de
cultivo de 6 pocillos no revestidas con fibronectina (Sigma). Aproximadamente 24 horas después de la extension en
placas, el medio se reemplaz6 por medio DMEM:M199 (4:1) (medio exento de suero).

Transfeccion transitoria de cardiomiocitos neonatales primarios. Para la transfeccion, cardiomiocitos de ratas
neonatales se extendieron en placas en DMEM suplementado con Nutridoma (Roche) en placas revestidas con
fibronectina de 6 pocillos con una densidad de 2%10° células por pocillo. Al dia siguiente, las células se
transfectaron transitoriamente con 30 nM de LNA-miR-199b, pre-miR-199b o testigos revueltos respectivos, con
reactivo oligo-fectamina (Invitrogen) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Las células se lavaron al
dia siguiente y se dejaron sin tratar, se estimularon con 10 pM de fenilefrina (PE) o se infestaron con AdLacZ o
AdCnA durante 24 horas antes de la fijacion de las células o el aislamiento de ARN.

Inmunocitoquimica y microscopia confocal. Para visualizar el tamafio de los cardiomiocitos y la organizacién
sarcomérica, cardiomiocitos cultivados se fijaron durante 10 min en paraformaldehido al 4% y se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 5 minutos. Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron utilizando
BSA al 1% en TBS y las incubaciones se llevaron a cabo a la temperatura ambiente durante 1 hora. Las células se
lavaron 3 veces con PBS durante 5 minutos, se montaron con cubreobjetos en medio de montaje Vectashield para
fluorescencia (Vector Laboratories) y se analizaron mediante microscopia confocal utilizando un microscopio Zeiss
LSM 510 META. Los anticuerpos utilizados incluian anti a-actinina monoclonal de ratén (Sigma, 1:500); anti ANF
policlonal de conejo (Peninsula Laboratories), anti-conejo de cabra Cy5 y anti-raton de cabra Cy3 (Jackson Immuno
Research, 1:100 y 1:500, respectivamente); y TOPRO-3 (1:100, Invitrogen). Las superficies especificas de las
células se determinaron utilizando el software de visualizacion de imagenes SPOT (Diagnostic Instruments) en 80-
100 cardiomiocitos en 10 a 20 campos en tres experimentos independientes.

Prediccién de la diana, disefio del cebador y PCR en tiempo real. Para encontrar los genes diana de un
microARN especifico, los autores de la invencion hicieron uso de varios servidores de la web basados en algoritmos
bio-informaticos predictivos (PicTar, miRanda, miRBase). Estos son interfases intuitivas que incorporan algoritmos
de procesamiento y potentes herramientas de blsqueda de dianas miARN para investigar las dianas miARN frente
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a las secuencia 3’'UTR mas conservadas procedentes de UCSC Genome Browser. Comparando las listas de genes
diana que resultan de cada uno de los algoritmos, los autores de la invencion acortaron las listas iniciales de cientos
de genes diana potenciales a una lista de 32 genes comunes a todos los algoritmos utilizados.

Los autores de la invencion disefiaron cebadores dirigidos contra transcritos de 20 de los genes predichos y L7. Los
cebadores eran especificos para secuencias de raton (www.ensembl.org) y se seleccionaron utilizando el software
Beacon Designer (Invitrogen) basado en los siguientes requisitos: i) temperatura de fusion del cebador de ~ 60°C, ii)
contenido en GC de ~ 55%, iii) preferiblemente ninguna G en el extremo &', iv) evitar operaciones de mas de 3
nucleétidos idénticos y v) longitud del amplicon de ~ 100 nucledtidos. La especificidad se verific6 con la
Herramienta de Busqueda de Alineacion Local Basica - Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) y el punto de
fusién especifico de los amplicones se analizé utilizando el software de curva de Disociacion Biorad (iCycler,
Biorad). Todos los conjuntos de cebadores se sometieron a ensayo en cuanto a la eficacia de la PCR, y se
disefiaron cebadores alternativos en el caso de que cayeran por fuera del intervalo de eficacia del 5% (3,14 <
pendiente < 3,47). Tres pg de ARN procedente de corazones indicados se transcribio inversamente utilizando
transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen). La amplificacién por PCR se realizé (por duplicado) en forma de
una reaccion en singleplex con cebadores directos e inversos 400 nM en 40 ng de ADNc en un volumen total de la
reaccion de 25 pl. La PCR se ciclé entre 95°C/30 s y 60°C/30s durante 40 ciclos, siguiendo una etapa de
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 min. Los resultados de la PCR en tiempo real se verificaron mediante
electroforesis del material transcrito inversamente en geles de agarosa al 1,2% y se visualizé bajo iluminacién UV
después de tincion con bromuro de etidio. Se compararon las cantidades de transcrito con la cantidad de testigo
enddgeno (L7).

Generacion de lineas de células cardiacas estables. Los autores de la invencion desarrollaron un modelo de
células para validar varios de los genes diana predichos. Se generaron células doblemente estables, inducibles por
miR-199b, utilizando el sistema T-REX (Invitrogen) con modificaciones. En sintesis, se transfectaron células
utilizando reactivo FUGENE 6 (Roche) con 8 ug de pCAgBTrs-hygro, un vector que expresa el represor Tet (TR)
bajo el control de un promotor de 6-actina (generosamente proporcionado por Hans Clevers, The Hubrecht Institute)
y se seleccionaron clones estables con 250 pg/ul de higromicina. Colonias seleccionadas fueron transitoriamente
transfectadas con 0,2 pg de pcDNA4/TO-luciferasa (Invitrogen) utilizando el reactivo FUGENE 6 (Roche) para
someter a ensayo su capacidad de respuesta a doxiciclina (Dox) utilizando el sistema de ensayo Dual de Luciferasa
(Promega). Dos clones represores de Tet diferentes (TR1 y TR4), que muestran una elevad actividad de luciferasa y
un bajo fondo, fueron transfectados subsiguientemente con 8,5 ug de pcDNA4/TO-miR-199b y fueron cultivados en
presencia de higromicina y 750 pg/pl de zeocina para generar lineas de células doblemente estables. Clones
resistentes a zeocina/higromicina fueron transfectados transitoriamente con una construccién informadora que
codifica luciferasa de luciérnaga bajo el control de la regidon de promotor proximal del gen ANF de rata (pares de
bases -3003 a +1 con relacién al comienzo del exdn 1) para someter a ensayo su perfil de activacion transcripcional
de miR-199b inducible por DOX. Los autores de la invencion seleccionaron dos clones (TR1-2 y TR4-7) que
mostraban sistematicamente una significativa induccidon de niveles de expresién de miR-199b en presencia de
doxiciclina en el medio de cultivo. De este modo, los autores de la invencién establecieron un sistema celular con
una activacion inducible de miR-199b y una represion de la traduccién concomitante de los genes diana miR-199b
enddgenos (véase la Figura 4).

Analisis de Transferencia Western. Se extrajeron proteinas de los clones TR1-2 y TR4-7, se dejaron sin tratar o
se trataron con Dox, utilizando tampdn de lisis celular (Tris 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, EDTA 1mM, EGTA 1 mM,
Triton X-100 al 1%) suplementado con un coctel de inhibidores de proteasa (Complete Mini, Roche). Se realizaron
una electroforesis SDS-PAGE vy transferencia segun se describe en detalle®. Los anticuerpos utilizados incluian el
anticuerpo policlonal de conejo contra Dyrk1A y el anticuerpo monoclonal de ratdén contra GAPDH (ambos de Santa
Cruz), seguido de correspondientes anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rdbano picante (HRP)
(DAKO) y deteccion ECL.

Validacion de genes diana. Secuencias reguladoras 3' UTR han demostrado ser importantes para la estabilidad,
traduccién y transporte de ARNm. Los autores de la invencién disefiaron cebadores especificos para secuencias de
raton (www.ensembl.org) que fijan como objetivo el sitio de union especifico de miR-199b en la 3° UTR de Dyrk1a
(nucledtidos 1536-1365, http://cbio.msk-cc.org/cqgi-bin/mirnaviewer/). Después de la amplificacion por PCR de esta
secuencia especifica, se visualizo un producto de la PCR con el tamafio esperado (286 pb) y se aisl6 a partir de un
gel de agarosa 1.2. Después de purificacion, el fragmento 3'UTR se clon6 en un vector informador de la expresion
de miARN pMIR-REPORT™ (Ambion). Este vector contiene luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de
mamiferos CMV, con una regién de clonacion diana de miARN situada mas abajo de la secuencia de traduccion de
luciferasa. Este vector esta optimizado para clonar dianas de miARN y para la evaluaciéon de la regulacion de
miARN vy, por lo tanto, se puede utilizar como una herramienta de rastreo para identificar dianas de miARN.
Después del aislamiento y la secuenciacion del plasmido, el plasmido se utilizé para transfectar los clones TR-
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miR199b doblemente estables. Se cultivaron células en placas de 96 pocillos, se transfectaron con el plasmido de
Dyrkla pmiR-informador-3'UTR o el vector vacio y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Después de 1 lavado con
PBS, las células se dejaron sin tratar o se trataron con Dox durante 48 horas antes de medir la actividad de
luciferasa.

Andlisis estadistico. Los resultados se presentan como valores medios + error tipico de la media (SEM). Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Prism 5 (GraphPad Software Inc.) y consistian en ANOVA
seguido de un post-ensayo de Turkey cuando se detectaron diferencias entre grupos a un nivel de significancia de
5%, o el test-t de Student cuando se comparan dos grupos experimentales.

RESULTADOS

Expresion diferencial de microARNs en ratones transgénicos con calcineurina. Los autores de la invencién
perfilaron los niveles de expresién de miARNs cardiacos en ratones transgénicos con calcineurina. EI ARN se aisl6
de corazones de ratones de tipo salvaje y MHC-CnA transgénicos de 2 meses de edad, y realizaron el perfilado de
miARN en estas muestras. Las muestras marcadas con Hy3 y una muestra de ARN de la agrupacion de referencia
marcada con Hy5 se mezclaron por pares y se hibridaron a matrices miRCURY de LNA, que contienen sondas de
captura que fijan como objetivo todos los miARNSs registrados en la miRBASE version 8.1 en el Instituto Sanger
(345 miARNSs) y sondas que fijan como objetivo secuencias humanas licenciadas, todavia no anotadas en la
miRBase (138 miRPlus, Exiqon). Los autores de la invencion detectaron microARNs que estan co-regulados con el
desarrollo de insuficiencia cardiaca inducida por -calcineurina utilizando micromatrices de microARN de
oligonucledtidos comercialmente disponibles (Fig. 1a) y analizaron la localizacion genémica de un microARN
especifico: mmu-miR-199b y el ortélogo humano hsa-miR-199b (Fig. 1b). miR-199b humano es un microARN
intragénico codificado en el gen dinamina 1 (Dnm 1) en la cadena opuesta entre los exones 14 y 15 (Fig. 1b). El
andlisis de transferencia Northern de tejido cardiaco aislado de ratones MHC-CnhA transgénicos y ratones
sobrecargados con una presion operados de una constriccion aortica transversal (TAC), asi como dos modelos bien
establecidos de hipertrofia cardiaca patoldgica, confirmaron que miR-199b-5p estd de hecho fuertemente
suprarregulado en el corazén enfermo (Fig. 2a, c). Seguidamente, los autores de la invencion analizaron su patron
de expresion en diferentes tejidos murinos, incluidos corazén, cerebro, timo, rifién, intestino, colon y testiculos
mediante transferencia Northern (Fig. 2b). Aunque no es especifico cardiaco, miR-199b-5p emergié como muy
abundante en el tejido cardiaco. Ademas, miR-199b-5p también se expresa mas abundantemente en biopsias de
tejidos cardiacos humanos de pacientes con insuficiencia cardiaca, en comparacion con tejido de corazén sano
humano, testigo (Fig. 2d). Finalmente, miR-199b es un gen diana inmediato de las vias de calcineurina/NFAT, dado
gue los corazones procedentes de ratones que albergan un alelo nulo de NFATc2 mostraron una menor expresion
de miR-199b, ambos bajo condiciones de la linea de referencia asi como después de activacién cronica de la
sefializacién con calcineurina (Fig. 2e).

La expresion incrementada de miR-199b en miocitos cardiacos induce la hipertrofia. Para abordar el papel de
miR-199b en la remodelacién de cardiomiocitos, los autores de la invencion transfectaron cardiomiocitos de ratas
neonatales primarios con moléculas de precursor de miR-199b para sobre-expresar miR-199b, y los compararon
con cultivos de cardiomiocitos que habian sido infestados con un adenovirus que expresa LacZ, y adenovirus que
expresa una forma activada de calcineurina (AdCnA) o que habian sido expuestos a fenilefrina 10 mM (PE; Fig. 3a).
Para vigilar el cambio en el tamafio de las células o la organizacion de sarcémeros inducida por los diferentes
tratamientos, los cardiomiocitos se tifieron para a-actinina sarcomérica (Fig. 3b). Como era de esperar, el
tratamiento con AdCnA o PE dio como resultado una intensa respuesta de hipertrofia tal como se muestra por el
incremento significativo en el tamafio de las células y en la presencia perinuclear de ANF. Sorprendentemente, un
incremento similar en el tamafio de las células y en la expresion de ANF se observé en cardiomiocitos que sobre-
expresan miR-199b (Fig. 3b).

La inhibicion de miR-199b reduce la hipertrofia de cardiomiocitos. Para empezar a evaluar el requisito de miR-
199b situado mas abajo de la hipertrofia de cardiomiocitos (mediada por calcineurina), los autores de la invencién
utilizaron oligonucleétidos antisentido que fijan como objetivo miR-199b enddgeno (LNA-miR-199b) y transfectaron
estos oligonucleétidos en cultivos de cardiomiocitos primarios. En calidad de testigo, cardiomiocitos fueron también
transfectados con un oligonucleoétido testigo no especifico (Fig. 3c, d, ). A continuacion, los autores de la invencion
infestaron los cultivos de cardiomiocitos con un adenovirus que expresa una forma activada de calcineurina
(AdCnA) o los expusieron a fenilefrina (EP) 10 mM. Para vigilar el cambio en el tamafio de las células o la
organizacion de sarcémeros, los cardiomiocitos se tifieron para la a-actinina sarcomérica. El tratamiento con AdCnA
o PE dio como resultado una fuerte respuesta hipertréfica cuando las células fueron tratadas con el oligonucledtido
testigo. En contraposicion, el pretratamiento con el LNA-miR-199b abolié por completo el fenotipo de hipertrofia
clasico en respuesta a la infeccién con AdCnA o el tratamiento con PE (Fig. 3d). La cuantificaciéon de los datos
indicaba un incremento doble en la superficie especifica de las células en células infestadas con AdCnA o tratadas
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con PE, previamente tratadas con el oligonucleétido testigo. Estos efectos pro-hipertréficos de AACnA y PE se
abolieron mediante el bloqueo de la unién de miR-199b a su ARNm diana (Fig. 3e).

Se predice que miR-199b fija como objetivo diferentes genes situados mas abajo de la via de sefializacién
de calcineurina-NFAT. A pesar del gran nimero de miARNs identificados en varias situaciones patoldgicas, s6lo
se han caracterizado funcionalmente un pufiado de miARNs. Los complicados modelos de expresién y los grandes
numeros de genes diana predichos excluyen un andlisis directo de su funcién biolégica precisa. Con el fin de
comprender el papel de miR-199b en la insuficiencia cardiaca inducida por calcineurina, los autores de la invencion
realizaron un analisis de la expresion de dianas de ARNm mmu-miR-199b predichas, listadas en varios conjuntos
de datos publicos desarrollados en base a varios estudios®'’. Mediante RT-PCR, los autores de la invencion
encontraron que no todos los ARNms diana predichos para miR-199b se expresaban diferencialmente en
corazones de MHC-CnA transgénicos, en comparacion con los corazones de tipo salvaje (Fig. 4a). Sin embargo,
genes tales como Mylb6, M11S1, Grpc5a y, en particular, Dyrkla estaban fuertemente sub-regulados en corazones
de MHC-CnA trangénicos. Sin embargo, ninguno de estos genes, excepto Dyrkla se ha descrito que esté ligado a
la via de sefializacion de calcineurina/NFAT.

La sobre-expresion de miR-199b resulta en la sub-regulacién de la quinasa regulada por fosforilacion en
tirosina de doble especificidad, Dyrk 1a. De los genes que estaban sub-regulados en corazones de MHC-CnA
transgénicos al nivel de transcrito, s6lo Dyrkla ha demostrado estar directamente conectado a esta via.
Recientemente, dos grupos independientes obtuvieron evidencia de la desregulacion de enlace de la sefializacion
de NFAT en el sindrome de Down™®?°. La familia NFAT de factores de transcripcion, que son criticos para el
desarrollo, reside en el citoplasma en una forma hiperfosforilada; éstos son desfosforilados por calcineurina en
respuesta al influjo de calcio y se translocan al nacleo para activar genes diana. Ratones que carecen de diversos
genes Nfatc mostraron anomalias en comparacion con los de personas con el sindrome de Down. El examen de la
region del cromosoma 21 humano, que se pensaba contenia genes responsables del fenotipo sindrome de Down,
revelaron dos reguladores potenciales de la sefializacion de NFAT: DSCR1 (que codifica un inhibidor de
calcineurina) y DYRK1A (quinasa regulada por fosforilacion en tirosina de doble especificidad) que codifica una
serinaltreonina quinasa nuclear. DYRK1A y DSCR1 inhibian sinérgicamente la transcripcién dependiente de NFAT
en neuronas cultivadas. Ademas de ello, DYRK1A demostro fosforilar NFAT y cebarlo para una fosforilacion ulterior
por parte de glucdgeno sintasa quinasa 3 (GSF3) y, por lo tanto, fomentar su exportacién desde el nlcleo. Ratones
transgénicos que sobre-expresaban Dyrkla y Dscrl mostraron anomalias cardiovasculares, lo mas probablemente
relacionadas con la localizacion citoplasmica de NFAT endocardial. En base a estos hallazgos, los autores de la
invencion expusieron la hipétesis de que la activacion de miR-199b, dependiente de calcineurina/NFAT, resulta en
una subregulacion directa de la expresion de Dyrkla. Siendo esto cierto, esto daria como resultado una fosforilacion
disminuida de NFAT nuclear, una translocacién disminuida de NFAT fosforilado al citoplasma y la subsiguiente
induccion de la remodelacion cardiaca y la respuesta hipertrofica. Para someter a ensayo esta hipétesis, los autores
de la invencidn generaron un sistema celular con activacién inducible de miR-199b (Fig. 4b) y, en teoria, la
represion de la traduccidon concomitante de los genes diana miR-199b enddgenos. De hecho, el tratamiento de
estas células con Dox mostré un incremento en la expresién de miR-199b mediante analisis de transferencia
Northern en contraposicion con las células no tratadas que expresaban niveles muy bajos del miR (Fig. 4c, NB).
Correlacionado con un incremento en la expresiéon de miR-199b, los autores de la invencidon observaron una
disminuciéon concomitante en los niveles de proteinas para Dyrkla, demostrando que Dyrkla es, de hecho, una
diana directa de miR-199b (Fig. 4c, WB).

Dyrkla es un gen diana directo de miR-199b. Para analizar adicionalmente si Dyrkla es un gen diana directo de
miR-199b, los autores de la invencién observaron con mayor detenimiento la secuencia 3UTR de Dyrk1a, mas
especificamente la region de siembra de miR-199b. La Figura 5a muestra que esta region esta altamente
conservada entre los seres humanos y ratones, sugiriendo que ésta es, de hecho, una secuencia diana de miR-
199b. Para confirmar esto, los autores de la invencién hicieron uso de un vector informador de la expresion de
miARN (informador pMiR, Ambion). Este vector contiene luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor de
mamiferos CMV. La 8'UTR del gen de la luciferasa contiene un sitio de clonacién mdltiple para la insercién de
dianas de union a miARN predichas u otras secuencias de nucledtidos. Al clonar la secuencia 3’'UTR de Dyrk1a, a
la que se predice que se une miR199b, en el vector pMIR-REPORT, el informador de luciferasa sera sometido a la
regulacion que mimetiza la regulacién de la diana miARN (en este caso, Dyrkla; Fig. 5a). Si la sobre-expresion de
miR-199b resultara en una disminucion en la actividad de luciferasa, esto demostraria que la secuencia 3’'UTR de
Dyrkla seria una diana directa de este miR. De hecho, esto es lo que observaron los autores de la invencién (Fig.
5b). Ademas, éstos crearon un vector en el que introdujeron dos mutaciones puntuales en la regién de siembra de
miR-199b dentro de la secuencia 3’'UTR de Dyrk1a en calidad de testigo (Fig. 5a). En el p-MIR-informador-3'UTR,
Dyrkla era sensible a la expresion de miR-199b por parte de la expresion de miR-199b tras la adicion de DOX a
clones que expresan miR-199b inducibles (Fig. 5b) y de una manera dependiente de la dosis mediante co-
transfeccion transitoria de un vector que expresa miR-199b (Fig. 5c¢), mientras que no se observé sensibilidad
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alguna para una co-expresion de microARN no relacionado, miR-216a (Fig. 5c). Ademas, clones inducibles por
miR-199b, tratados o0 no con Dox durante 48 horas, fueron pre-transfectados con el p-MIR-informador-3’'UTR
Dyrkla. La actividad de luciferasa estaba fuertemente inhibida en las células que sobre-expresan miR-199b, en
comparacion con las células que no fueron tratadas ni transfectadas con el vector vacio, mientras que un p-MIR-
informador-3’'UTR Dyrk1a mutado no mostré sensibilidad a la expresién de miR-199b (Fig. 5d). Combinados, estos
datos demuestran la presencia de una regién de siembra de miR-199b funcional y evolutivamente conservada en la
3'UTR de Dyrk1a.

Antagomir-199b rescata la insuficiencia cardiaca inducida por calcineurina restaurando los niveles de expresion de
Dyrkla. Finalmente, los autores de la invencién hicieron uso de una estrategia de antagomir disefiada para
bloquear la expresion de miR-199b enddgeno in vivo (Fig. 6a). Para este fin, los autores de la invencién realizaron
un experimento en el que un oligonucledtido antisentido quimicamente modificado, especifico para miR-199b
(antagomir-199b) fue suministrado mediante inyeccion IP tres dias consecutivos a ratones de tipo salvaje y
transgénicos con calcineurina de 14 dias de edad después del nacimiento (pl14; Fig. 6b). Los ratones toleraban
antagomir-199b bien sin sintomas obvios de enfermedad ni molestias. Cuatro dias después de la Ultima inyeccion,
los autores de la invencion analizaron la morfologia en bruto de los corazones, encontrando que ratones
transgénicos con calcineurina tratados con antagomir-199b tenian un tamafio del corazén casi normalizado (Fig. 6c,
d) en comparaciéon con camadas tratadas con vehiculo. La transferencia Northern de tejido cardiaco revelé una casi
complecion de la expresion de miR-199b tanto en ratones de tipo salvaje como transgénicos con calcineurina,
indicando la eficacia del disefio de antagomir-199b (Fig. 6e). De manera interesante, los niveles de expresion de
Dyrkla estaban subregulados en aproximadamente el 50% en ratones transgénicos con calcineurina tratados con
vehiculo en comparacion con ratones de tipo salvaje tratados con vehiculo (Fig. 6f). En contraposicion, animales
tratados con antagomir-199b demostraron niveles de proteina Dyrkla restablecidos. Esto iba acompafiado por
niveles de actividad NFAT normalizados, tal como se mide por los niveles de expresion relativa de abundancia de
transcrito RCAN1.4 (Fig. 69).

Inversamente, los autores de la invencion generaron lineas de ratones transgénicos que sobre-expresan miR-199b
en el miocardio postnatal utilizando el promotor de cadena pesada alfa-miosina (Fig. 7a). También fueron capaces
de generar 3 lineas transgénicas, cada una con una diferente sobre-expresién de miR-199b tal como se evalla
mediante transferencia Northern (Fig. 7a). A la edad de 3 semanas, la sobre-expresion de miR-199b no mostraba
un fenotipo cardiaco obvio. Cuando los autores de la invencién cruzaron ratones transgénicos miR-199b con
ratones transgénicos con calcineurina, observaron, sin embargo, un fenotipo cardiaco mas exagerado que los
ratones que sélo albergan el transgen calcineurina (Fig. 7b). El fenotipo cardiaco se reflejo al nivel de expresion
relativo de miR-199b (Fig. 7c¢) asi como por los pesos relativos del corazén. Finalmente, los autores de la invencién
observaron también niveles de expresion de la proteina Dyrkla reducidos en biopsias de pacientes con insuficiencia
cardiaca isquémica que se correlacionaban inversamente con su expresion de miR-199b (Fig. 7b).

En conjunto, los datos obtenidos por los autores de la invencién demuestran por vez primera que miR-199b juega
un papel importante en la hipertrofia cardiaca inducida por calcineurina. De manera mas importante, estos autores
han identificado el mecanismo con el que miR-199b potencia la hipertrofia de cardiomiocitos inducida por
calcineurina/NFAT vy, por lo tanto, la hipertrofia cardiaca patolégica mediante la sub-regulacién activa de su gen
diana directo, Dyrkla.
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Breve descripcién de los dibujos

Figura 1. Localizacién genomica de microARN-199b. (a) El perfilado de microARN revela un conjunto de
microARNs que estaban diferencialmente expresados en tejido cardiaco de ratones transgénicos alfaMHC-CnA
(aMHC-CnA) de 2 meses de edad. (b) Localizacion gendmica del microARN intragénico miR-199b, situado en el
cromosoma 9, en la cadena opuesta en el gen Dnm1.

Figura 2. MicroARN-199b estd supra-regulado en la hipertrofia cardiaca inducida por calcineurina. (a)
Validacion de la matriz de perfilado mediante analisis de transferencia Northern de la expresion de miR-199b en
tejido cardiaco procedente de ratones transgénicos aMHC-CnA y procedente de ratones sometidos a TAC (barra: 5
mm). (b) Modelo de expresion de miR-199b en diferentes tejidos murinos analizados mediante transferencia
Northern. (c) Andlisis de transferencia Northern de la expresion de miR-199b en varios corazones procedentes de
ratones transgénicos aMHC-CnA y procedente de ratones sometidos a TAC. (d) Andlisis de transferencia Northern
de miR-199b en biopsias humanas de corazones testigo y con insuficiencia. (€) miR-199b esta supra-regulado en
corazones procedentes de ratones transgénicos aMHC-CnA vy esta reducido en corazones procedentes de ratones
inactivados que carecen de NFATc2, sugiriendo que miR-199b es un gen diana directo de calcineurina/NFAT.

Figura 3. El desarrollo de la hipertrofia de cardiomiocitos se puede modular mediante la expresion o
inhibicion incrementada de miR-199b

(a) Validacién de transferencia Northern de la sobre-expresion de miR-199b en cardiomicitos de ratas neonatales
mediante infeccién con un adenovirus que expresa una forma constitutivamente activada de calcineurina
(AdCnA), estimulaciéon con fenilefrina (PE) o transfeccién de una molécula precursora para miR-199b. (b)
Imagen confocal representativa de cardiomiocitos de ratas neonatales infestadas con un adenovirus testigo
(AdLacZ), un adenovirus que expresa CnA activa (AdCnA) o tratado con PE o una molécula precursora de
miR-199b. Las células se tifieron para a-actinina, ANF y una contra-tincion nuclear (TO-PRO-3). Los datos
muestran cardiomiocitos drasticamente dilatados con induccién de ANF perinuclear tras la sobre-expresion de
miR-199b, similar a los estimulos hipertréficos conocidos tales como calcineurina activa y PE. (c) Analisis de
transferencia Northern de la expresién de miR-199b en cardiomiocitos de ratas neonatales pretratadas con
una sonda de LNA revuelta o una sonda de miR-199b de LNA, e infestados con AdLacZ, AdCnA, o tratados
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con PE. (d) Imagen confocal representativa de cardiomiocitos de ratas neonatales pretratados con un testigo o
una sonda de miR-199b de LNA e infestados con AdLacZ, AdCnA o tratados con PE. Las células se tifieron
para a-actinina y una contra-tincion nuclear (TO-PRO-3). (e) La cuantificacion de las superficies especificas de
las células bajo las condiciones indicadas confirma el rescate del fenotipo hipertréfico tras inhibicién de miR-
199b en cardiomiocitos (barra: 20 pm).

Figura 4. Se predice que miR-199b fija como objetivo Dyrkla. (a) Los ARNs procedente de ratones de tipo salvaje
(no transgénicos) y MHC-CnA transgénicos se analizaron mediante RT-PCR utilizando cebadores disefiados contra
genes diana predichos. Los datos demuestran que, a pesar de que no todos los genes predichos mostraban una
expresion alterada en los corazones de MHC-CnA transgénicos, la expresién de genes tales Mylb6, M11S1, Grpcba y
Dyrkla estaba claramente disminuida. (b) Representacién esquematica de la manipulacién de la expresion de miR-
199b mediante Dox en las células doblemente estables e inducibles por miR-199b. (c) Analisis de transferencia
Northern de la expresion de miR-199b en dos clones de células inducibles por miR-199b (TR4-7 y TR1-2) tratados 0 no
con DOX, demuestran claramente una supra-regulacion de miR-199b mediante tratamiento con Dox. También se
determinaron niveles de proteinas de Dyrkla (como una diana predicha de miR-199b) en ambos clones mediante
analisis de transferencia Western. Los datos demuestran claramente que una vez que miR-199b esté supra-regulado
mediante tratamiento con Dox, los niveles de proteinas de Dyrkla disminuyen drasticamente.

Figura 5. Dyrkla es un gen diana directo de miR-199b. (a) Representacion esquematica de la 3'UTR de Dyrk1a,
mostrando la secuencia en la que se predice que se une la region de siembra de miR-199b. Representacion
esquemética de pMIR-informador-3’'UTR Dyrk1a. (b) Clones inducibles por miR-199b fueron transfectados con el
plasmido mMIR-informador-3’UTR Dyrk1a. Después de la estimulacion con DOX, disminuye la actividad de
luciferasa. (d) Células HEK293 fueron co-transfectadas con cantidades crecientes de un vector de expresion con el
precursor para miR-199b, dando como resultado una disminucion dependiente de la dosis en la actividad de
luciferasa. En contraposicién, un vector de expresién con un precursor para un microARN no relacionado (miR-
216a) no tiene efecto alguno sobre la actividad de luciferasa. (d) Células TR4-7 se dejaron sin tratar o se trataron
con Dox durante 48 horas (para inducir la expresiéon de miR-199b) antes de medir la actividad de luciferasa. La
grafica demuestra que tras la sobre-expresion de miR-199b (+Dox) decaia fuertemente la actividad de luciferasa de
las células transfectadas con el plasmido pMIR-informador-3’'UTR Dyrkla, indicando que miR-199b se une
directamente a la 3'UTR de Dyrkla. En contraposicién, un pMIR-informador-3UTR de Dyrk1a mutado no
reaccionaba al tratamiento con Dox, demostrando que se requiere la region de siembra en la 3’UTR de Dyrk1a para
la sensibilidad inducida por miR-199b.

Figura 6. El tratamiento con antagomir-199b rescata la hipertrofia cardiaca inducida por calcineurina in vivo
normalizando la expresiéon de Dyrkla. (a) Ejemplo no limitante de una secuencia de nucledtidos capaz de inhibir
miR-199b. Descripcion oligo (antagomir): 20-23 nucledtidos (nt) de longitud, todos 2-Ome, modificacion con 3'-
colesterol de tipo 1, 5-7 enlaces PS, purificado por PAGE o HPLC. (b) Representacién esquematica del esquema de
tratamiento, en el que a ratones de 2 semanas de edad (camadas transgénicas con calcineurina y de tipo salvaje) se
les inyecté antagomir contra miR-199b (antagomir-199b) mediante inyecciones intraperitoneales (IP) diarias, tres dias
consecutivos. (d) La morfologia bruta de los corazones aislados de animales tratados con vehiculo o con antagomir-
199b mostré un rescate drastico de la dilatacion cardiaca en ratones transgénicos con calcineurina mediante
tratamiento con antagomir-199b. (d) Las relaciones del peso del corazén al peso corporal confirman el rescate en el
tamafio del corazon mediante tratamiento con antagomir-199b en ratones transgénicos con calcineurina. (e) Validacion
de la transferencia Northern de la eficacia del tratamiento con antagomir-199b sobre el agotamiento de la expresion de
miR-199b en tejido de corazén a partir del tratamiento indicado y genotipos. (f) Andlisis de transferencia Western de
Dyrkla, que muestra una subregulacion en ratones transgénicos con calcineurina tratados con vehiculo y la
normalizacién de la expresion de Dyrkla a niveles de tipo salvaje mediante tratamiento con antagomir-199b. (g)
Normalizacion de la actividad NFAT en tejido cardiaco mediante analisis por PCR en tiempo real de la isoforma de
corte y empalme del exén 4 de RCAN1, un gen diana directo de calcineurina/NFAT.

Figura 7. La sobre-expresion cardiaca transgénica de miR-199b aumenta la susceptibilidad a sefiales de
insuficiencia cardiaca. (a) Generacién de ratones transgénicos que sobre-expresan miR-199b en el miocardio
postnatal bajo el control del promotor de cadena pesada de alfa-miosina (MHC; véase mas arriba) y andlisis de
transferencia Northern de la expresion de miR-199b en 3 lineas transgénicas diferentes. (b) La linea de sobre-
expresion de MHC-miR-199b mas elevada se cruzd con ratones transgénicos con calcineurina, dando como
resultado una dilatacion cardiaca mas drastica en ratones transgénicos dobles comparado con ratones transgénicos
con calcineurina solos. (c) Niveles de expresién de miR-199b relativos en tejido de corazén procedente de los
grupos indicados. (d) Niveles de expresion de miR-199b (borrones Northern, parte superior) se correlacionan
inversamente con la expresion de proteinas Dyrkla (borrones Western, parte inferior) en tejido de coraz6n humano
procedente de corazones testigo y pacientes con insuficiencia cardiaca.
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REIVINDICACIONES

1.- Una composicién que comprende una molécula de miARN-199b antisentido o el complemento de la misma, para
uso en el tratamiento, disminucién, demora y/o prevencion de una enfermedad del corazon.

2.- Una composicién para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha molécula de miARN-199b
antisentido comprende una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 20 nucleétidos con una
identidad de la secuencia de al menos el 90% con al menos parte de la secuencia
CCCAGUGUUUAGACUAUCUGUUC (hsa-miR-199b-5p) o el complemento de la misma, teniendo dicha parte al
menos 20 nucleodtidos, y/o una secuencia de acidos nucleicos con una longitud de al menos 20 nucle6tidos con una
identidad de la secuencia de al menos el 90% con al menos una parte de la secuencia
ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA (hsa-miR-199b-3p) o el complemento de la misma, teniendo dicha parte al
menos 20 nucledtidos.

3.- Una composicién para uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en donde dicha molécula de miARN-199b
antisentido o el complemento de la misma esta constituido por un vector que comprende un promotor adecuado
para la expresion en una célula de mamifero, en donde el promotor esta enlazado de modo operativo a dicha
molécula de miARN-199b antisentido o al complemento de la misma de modo que se puede aumentar la expresion
o cantidad de dicha molécula de miARN-199b antisentido.

4.- Una composicion para uso de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el promotor es adecuado para la
expresion en una célula del miocardio.

5.- Una composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la composicion
comprende, ademas, un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

6.- Una composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha enfermedad
del corazon esta asociada con una expresion disminuida o inhibida de Dyrkla.

7.- Una composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha enfermedad
del corazon comprende enfermedad del corazon hipertréfico y/o insuficiencia cardiaca.

8.- Una composicion para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha enfermedad
del corazdn esta asociada con una afeccion después de isquemia del corazon, diabetes y/o hipertension, y/o esta
asociada con al menos una mutacion genética alterada que provoca una enfermedad del corazén congénita de
brote temprano o tardio.

9.- Una célula de mamifero aislada que comprende un vector que comprende un promotor adecuado para la
expresion en dicha célula de mamifero, en donde el promotor esta operativamente enlazado a una molécula de
miARN-199b antisentido o al complemento de la misma, de modo que se puede incrementar la expresion o cantidad
de dicha molécula de miARN-199b antisentido.

10.- Una célula de mamifero aislada de acuerdo con la reivindicacién 9, que es una célula de miocardio.

11.- Una célula de mamifero aislada de acuerdo con las reivindicaciones 9 6 10, para el uso en el tratamiento,
disminucioén, demora y/o prevencién de una enfermedad del corazon.

12.- Un animal de ensayo no humano al que se le ha provisto de un vector que comprende un promotor adecuado
para la expresion en dicha célula de mamifero, en donde el promotor esta operativamente enlazado a una molécula
de miARN-199b antisentido o al complemento de la misma de modo que se puede aumentar la expresion o
cantidad de dicha molécula de miARN-199b antisentido.

13.- Un método para determinar si un compuesto candidato es capaz de contrarrestar, demorar y/o prevenir una
enfermedad del corazén, que comprende poner en contacto dicho compuesto candidato con una célula aislada y/o
un animal de ensayo no humano y medir la expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla en dicha
célula y/o dicho animal que comprende, ademas, comparar dicha expresion, cantidad y/o actividad medida con la
expresion, cantidad y/o actividad de miR-199b y/o Dyrkla en el mismo tipo de célula o animal sin dicho compuesto
candidato, en donde una expresion, cantidad y/o actividad disminuida de miR-199b y/o incrementada de Dyrkla con
relacion a dicha célula o animal sin dicho compuesto candidato indica que dicho compuesto candidato es capaz de
contrarrestar y/o prevenir una enfermedad del corazon.
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14.- Un método de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que dicho compuesto candidato se pone en contacto con
una célula aislada o un animal de ensayo no humano que muestra una expresion, cantidad y/o actividad
incrementada de miR-199b o disminuida de Dyrkla en comparacién con una célula o animal sano.

15.- Un método para determinar si un compuesto candidato es capaz de contrarrestar, demorar y/o prevenir una
enfermedad del corazén, que comprende poner en contacto dicho compuesto candidato con una célula aislada y/o
un animal de ensayo no humano, en donde dicha célula aislada y/o dicho animal de ensayo no humano muestran
una expresion, cantidad y/o actividad incrementada de miR-199b o disminuida de Dyrkla, y en donde se mide la
forma y tamafio de dicha célula aislada y/o la gravedad y/o riesgo de desarrollar una enfermedad del corazon,
insuficiencia cardiaca en dicho animal de ensayo no humano, que comprende, ademas, comparar dicha expresion,
cantidad y/o actividad medida, dicha forma y/o tamafio y/o dicho riesgo y/o gravedad con los valores
correspondientes de una célula o animal no humano sin dicho compuesto candidato, en el que la expresion,
cantidad y/o actividad disminuida de miR-199b y/o incrementada de Dyrkla, un cambio en el tamafio y forma, una
disminucion en el tamafio y/o una disminucion en el riesgo y/o gravedad de la enfermedad del corazén con relacion
a dicha célula o animal no humano sin dicho compuesto candidato indica que dicho compuesto candidato es capaz
de contrarrestar y/o prevenir una enfermedad del corazén.
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