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DESCRIPCION
Terapias para cardiomiopatia
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a terapias y agentes terapéuticos para uso en el tratamiento de cardiomiopatias. En
particular, la invencion se refiere, pero no se limita, a terapias y agentes terapéuticos para uso en el tratamiento de
cardiomiopatia hipertrofica.

Antecedentes de la invencion

La definicién estricta de cardiomiopatia es un trastorno del miocardio en el que el musculo cardiaco es estructural y
funcionalmente anémalo. La gran mayoria de la cardiomiopatia es extrinseca (causas externas) y de éstas, la forma
isquémica es la mas comun. La expresion "cardiomiopatia isquémica" por lo general se refiere a un miocardio
remodelado e hipertréfico como resultado de una administracion inadecuada de oxigeno al miocardio, siendo la
enfermedad arterial coronaria la causa mas comun. Por lo tanto, la cardiomiopatia isquémica se puede contemplar
como un primer subtipo de cardiomiopatia.

El término "cardiomiopatia" también se usa en ocasiones para describir de forma especifica formas no isquémicas
de cardiomiopatia, a menudo con causas intrinsecas/idiopaticas. Por lo tanto estas cardiomiopatias no isquémicas
se pueden contemplar como un segundo subtipo de cardiomiopatia. Aunque estas enfermedades se pueden
clasificar como no isquémicas, con las enfermedades de este tipo se puede producir sin embargo una hipoxia
miocardica relativa. La clasificacién de estas formas a menudo es funcional/estructural. Muchas de las formas de
cardiomiopatia no isquémica se asocian con anomalias de los genes que codifican las proteinas sarcoméricas,
cuyos tipos mas comunes son cardiomiopatia hipertréfica y cardiomiopatia dilatada, y en estas enfermedades se
producen combinaciones de hipertrofia miocardica y/o fibrosis ocurren. Otros tipos de cardiomiopatia no isquémica
incluyen cardiomiopatia restrictiva, cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica y fibrosis endomiocardica.
Un breve resumen de estas enfermedades es el que sigue a continuacion.

A menudo la cardiomiopatia hipertréfica (HCM) es hereditaria y se discute con mas detalle a continuacién. Los
pacientes presentan disnea debido a disfuncion diastdlica, dolor de pecho, alteraciéon diastélica de miocardio con
hipertrofia, arritmias y presincope/sincope debido a un rendimiento cardiaco inadecuado. La HCM se caracteriza por
miocitos cardiacos desorganizados e hipertrofia del ventriculo izquierdo no explicada, a menudo debido a
mutaciones en los genes que codifican proteinas sarcoméricas, tales como el gen de la cadena pesada de beta-
miosina cardiaca, proteina C3 de unién a miosina, troponina y alfa-tropomiosina. Los pacientes con HCM se
someten a una clasificacion de riesgo usando pruebas de ejercicio regulares y monitorizacién de Holter,
identificacion sistematica familiar y tratamiento farmacoldgico, a menudo evitando el esfuerzo fisico. Los indicadores
de un alto riesgo de resultado precario tal como muerte subita cardiaca incluyen diagnéstico a la edad < 30 afios,
sincope no explicado, antecedentes familiares de muerte cardiaca subita temprana, paro cardiaco, arritmias
ventriculares espontaneas, grosor del LV >3 cm y respuesta andmala de BP en prueba de ejercicio. Los
betabloqueantes y los bloqueadores de los canales de calcio no dihidropiridinicos tales como verapamilo se usan en
el tratamiento para disminuir la frecuencia cardiaca, aunque el uso de bloqueadores de canales de calcio en
pacientes con Cardiomiopatia Obstructiva Hipertréfica ("HOCM", un subtipo severo de HCM), insuficiencia cardiaca
(HF) y bajas presiones arterial se deberia hacer con precaucion. Los agentes para la arritmia se pueden considerar
para un alivio adicional de los sintomas. Los diuréticos se pueden considerar para pacientes con evidencia de
sobrecarga de liquidos - pero con precaucion, especialmente en pacientes con HOCM. Hasta el momento no se han
realizado ensayos aleatorios a gran escala que comparen la ablacion septal con alcohol con la miectomia quirurgica
para alivio de sintomas en pacientes resistentes a farmacos con HCM vy las directrices del Colegio Americano de
Cardiologia y la Sociedad Europea de Cardiologia (ACC/ESC) recomiendan la miectomia quirargica como la opcién
de tratamiento primario, y la ablacién con alcohol en pacientes con altos riesgos quirdrgicos.

La cardiomiopatia dilatada (DCM) se caracteriza por una fraccion de eyeccién del LV <45 por ciento con un
aumento de la dimensién del ventriculo izquierdo (dilatado) del ventriculo izquierdo (LV). La DCM Se presenta
disnea, ortopnea, edema de tobillo y aumento de peso. Un prédromo viral puede estar presente. La DCM es
hereditaria en un tercio de los casos (normalmente dominante autosémica); sin embargo, puede estar causada por
miocarditis virica aguda (normalmente enterovirus/adenovirus) que conduce a inflamacién crénica, remodelacion y
disfuncion ventricular. La supervivencia a cinco afios para pacientes con DCM es de aproximadamente un 30 por
ciento y caracteristicas tales como regurgitacion mitral o disfuncién diastélica son marcadores de mal pronéstico.

Muchos factores predictivos de muerte subita en disfunciéon del LV isquémica no son predictivos de DCM no
isquémica. Un meta-andlisis de cinco ensayos (1.854 pacientes con cardiomiopatia no isquémica) sugirié que la
terapia con ICD reduce la mortalidad por todas las causas en comparacién con la terapia médica (reduccion relativa
de riesgo - 31 por ciento, reduccién absoluta del riesgo 2 por ciento al afio).
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Otras causas mas raras de cardiomiopatia son arritmogénicas, restrictivas o no clasificadas. Algunos investigadores
subclasifican la cardiomiopatia restrictiva (RCM) en primaria (endocarditis de Loeffler, fibrosis endomiocardica) y
secundaria (por ejemplo, causas infiltrantes: amiloidosis, sarcoidosis; trastornos de almacenamiento:
hemocromatosis, trastorno por almacenamiento de glucogeno, enfermedad de Fabry; post-radiacion). La
endocarditis de Loeffler estd causada por miocarditis eosinofilica aguda con trombosis mural y engrosamiento
fibrético en el vértice de uno o ambos ventriculos. La fibrosis endomiocardica es la forma crénica. El prondstico
depende de la etiologia, pero generalmente no es bueno.

La cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica (ARVC) esta causada por la sustitucion fibro-grasa de
miocitos del ventriculo derecho debido a apoptosis, inflamaciéon o una causa genética (familiar hasta en la mitad
normalmente con herencia dominante autosémica). Aunque la ARVC es poco comun (1 en 5.000), se informa que
tiene agrupaciones regionales en lugares tales como el norte de Italia y Grecia.

La cardiomiopatia no clasificada incluye no compactacion del ventriculo izquierdo (LVNC) y cardiomiopatia de
Takotsubo. La LVNC esta causada por la detencion embriogénica de la maduracién normal del miocardio dando
como resultado fibras miocardicas no compactadas que se comunican con la cavidad del LV. La cardiomiopatia de
Takotsubo afecta predominantemente a mujeres y surge de aumentos repentinos de catecolamina que causan
vasoespasmo coronario y disfuncion apical severa, en la parte media del LV.

Para completar la informacion, las cardiomiopatias secundarias que se pueden solapar con las formas de
cardiomiopatia que se han descrito anteriormente incluyen causas de enfermedades de almacenamiento metabdlico
(por ejemplo, amiloidosis, hemocromatosis), causas inflamatorias (por ejemplo, enfermedad de Chagas), causas
endocrinas (por ejemplo, cardiomiopatia diabética, hipertiroidismo, acromegalia), causas de toxicidad (por ejemplo,
quimioterapia con antraciclina, alcohol), neuromuscular (por ejemplo, distrofia muscular) y enfermedades
nutricionales (relacionadas con la obesidad). Estas pueden ser isquémicas o no isquémicas, heredadas o adquiridas
(secundarias) en diversas combinaciones.

Como se observara facilmente, la ontologia de clasificacion mencionada anteriormente no es mas que una forma en
la que se pueden ordenar las cardiomiopatias. Este es particularmente el caso en vista del hecho de que muchas
cardiomiopatias tienen una naturaleza multifactorial, que hace dificil colocar cada cardiomiopatia en una clase
separada. Las cardiomiopatias reconocidas de forma especifica que se pueden solapar y/o pueden ser sinénimas
con las formas de cardiomiopatia que se han descrito anteriormente incluyen: Displasia del ventriculo derecho
arritmogénica (cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica); Paralisis auricular (cardiomiopatia auricular con
bloqueo cardiaco); Cardiomiopatia cirrética; Catarata congénita - cardiomiopatia hipertréfica - miopatia mitocondrial;
Cardiomiopatia dilatada; Cardiomiopatia dilatada - hipogonadismo hipergonadotrépico; Cardiomiopatia dilatada con
ataxia; Miopatia de inicio temprano con cardiomiopatia mortal; Encefalopatia - cardiomiopatia hipertréfica -
enfermedad tubular renal; Cardiomiopatia dilatada familiar; Cardiomiopatia familiar dilatada con defecto de
conduccién debido a la mutacién LMNA; Cardiomiopatia hipertrofica familiar; Cardiomiopatia hipertréfica familiar
(Cardiomiopatia obstructiva hipertréfica familiar) displasia del ventriculo derecho arritmogénica familiar aislada
(Cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica familiar aislada); Displasia del ventriculo derecho arritmogénica
familiar aislada (Cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica familiar aislada); Displasia ventricular
arritmogénica familiar aislada, forma biventricular (Cardiomiopatia ventricular arritmogénica familiar aislada, forma
biventricular); Displasia ventricular arritmogénica familiar aislada, forma dominante parte izquierda (Cardiomiopatia
ventricular arritmogénica familiar aislada, forma dominante parte izquierda); Displasia ventricular arritmogénica
familiar aislada, forma dominante parte derecha (Cardiomiopatia ventricular arritmogénica familiar aislada, forma
clasica); Displasia ventricular arritmogénica familiar aislada, forma dominante parte derecha (Cardiomiopatia
ventricular arritmogénica familiar aislada, forma dominante parte derecha); Cardiomiopatia hipertréfica familiar
aislada; Cardiomiopatia hipertréfica familiar aislada (Cardiomiopatia dilatada familiar o idiopatica); Cardiomiopatia
hipertréfica familiar aislada; Cardiomiopatia hipertréfica familiar aislada (Cardiomiopatia obstructiva hipertrofica
familiar aislada); Cardiomiopatia hipertréfica familiar aislada (Cardiomiopatia obstructiva hipertréfica familiar o
idiopatica); Cardiomiopatia hipertréfica familiar aislada (Cardiomiopatia obstructiva hipertréfica); Cardiomiopatia
hipertréfica familiar aislada (Cardiomiopatia obstructiva hipertréfica primitiva); Cardiomiopatia restrictiva aislada
familiar; Cardiomiopatia restrictiva aislada familiar (Cardiomiopatia restrictiva familiar o idiopatica); Cardiomiopatia
restrictiva familiar; Cardiomiopatia restrictiva familiar de tipo 1; Cardiomiopatia restrictiva familiar de tipo 2;
Cardiomiopatia restrictiva familiar de tipo 3; Cardiomiopatia hipertréfica infantil mortal debida a deficiencia del
complejo | mitocondrial; Cardiomiopatia hipertréfica infantil mortal debida a deficiencia del complejo | mitocondrial
(Cardiomiopatia hipertréfica infantii mortal debida a deficiencia de NADH-CoQ reductasa); Cardiomiopatia
hipertréfica infantil mortal debida a deficiencia del complejo | mitocondrial (Cardiomiopatia hipertréfica infantil mortal
debida a deficiencia de NADH-CoQ reductasa); Trastorno de oxidacion de acidos grasos y cetogénesis con
cardiomiopatia dilatada; Trastorno de oxidacién de acidos grasos y cetogénesis con cardiomiopatia hipertréfica;
Enfermedad por almacenamiento de glucégeno con cardiomiopatia hipertrofica; Enfermedad por almacenamiento de
glucégeno con cardiomiopatia hipertréfica (GSD con cardiomiopatia hipertréfica); Enfermedad por almacenamiento
de glucégeno con cardiomiopatia hipertréfica (Glucogénesis con cardiomiopatia hipertréfica); Sindrome de corazoén-
mano, tipo eslovenio (Enfermedad de conduccién cardiaca - cardiomiopatia dilatada - braquidactilia); Cardiomiopatia
histiocitoide; Cardiomiopatia histiocitoide (Cardiomiopatia infanti con cambio histiocitoide); Cardiomiopatia
histiocitoide (Cardiomiopatia xantomatosa infantil); Cardiomiopatia histiocitoide (Cardiomiopatia oncocitica);
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Cardiomiopatia hipertréfica; Cardiomiopatia hipertréfica (Cardiomiopatia hipertréfica obstructiva); Cardiomiopatia
hipertréfica y enfermedad tubular renal debida a mutacién de ADN mitocondrial; Cardiomiopatia hipertrofica y
enfermedad tubular renal debida a mutacion de ADN mitocondrial (Cardiomiopatia hipertréfica y enfermedad tubular
renal debida a mutacién de ADNmt); Cardiomiopatia hipertréfica debida a entrenamiento atlético intensivo; Sindrome
de Leigh con cardiomiopatia; Sindrome de Leigh con cardiomiopatia (Cardiomiopatia con hipotonia debida a
deficiencia de citocromo C oxidasa); Sindrome de Leigh con cardiomiopatia (Cardiomiopatia con miopatia debida a
deficiencia de COX); Lipoatrofia con diabetes, papulas leucomelanodérmicas, esteatosis hepatica, y cardiomiopatia
hipertréfica; Enfermedad lisosdmica con cardiomiopatia hipertréfica; Enfermedad lisosémica con cardiomiopatia
restrictiva; Cardiomiopatia y pérdida de audicién heredada por via materna; Cardiomiopatia y pérdida de audicion
heredada por via materna (Cardiomiopatia heredada por via materna y sordera); Cardiomiopatia y pérdida de
audicion heredada por via materna (cardiomiopatia - pérdida de audicién relacionada con ARNt-LYS);
Cardiomiopatia hipertréfica mitocondrial heredada por via materna; Microcefalia - cardiomiopatia; Enfermedad
mitocondrial con cardiomiopatia dilatada; Enfermedad mitocondrial con cardiomiopatia hipertrofica; Cardiomiopatia
hipertrofica mitocondrial con acidosis lactica debida deficiencia de MTO1; Enfermedad de Naxos (Queratosis
palmoplantar con cardiomiopatia arritmogénica); Enfermedad de Naxos (Hiperqueratosis palmoplantar con
cardiomiopatia arritmogénica); Enfermedad de Naxos (Queratodermia palmoplantar con cardiomiopatia
arritmogénica); Enfermedad neuromuscular con cardiomiopatia dilatada; Cardiomiopatia dilatada no familiar;
Cardiomiopatia hipertréfica no familiar; Enfermedad rara no familiar con cardiomiopatia dilatada; Cardiomiopatia
restrictiva no familiar; Cardiomiopatia periparto; Cardiomiopatia periparto (Cardiomiopatia postparto); Pérdida de
audicion neurosensorial progresiva - cardiomiopatia hipertréfica; Pérdida de audicién neurosensorial progresiva -
cardiomiopatia hipertréfica (Sordera neurosensorial progresiva - cardiomiopatia hipertréfica); Pérdida de audicion
neurosensorial progresiva - cardiomiopatia hipertrofica (Pérdida de audicion neurosensorial progresiva -
cardiomiopatia hipertréfica); Pérdida de audicién neurosensorial progresiva - cardiomiopatia hipertréfica (Sordera
neurosensorial progresiva - cardiomiopatia hipertréfica); Cardiomiopatia restrictiva; Sordera neurosensorial con
cardiomiopatia dilatada; Sordera neurosensorial con cardiomiopatia dilatada (Sordera neurosensorial con
cardiomiopatia dilatada); Sordera neurosensorial con cardiomiopatia dilatada (Pérdida de audicién neurosensorial
con cardiomiopatia dilatada); Sordera neurosensorial con cardiomiopatia dilatada (Pérdida de audicion
neurosensorial con cardiomiopatia dilatada); Cardiomiopatia dilatada severa debido a mutacién de lamina A/C;
Cardiomiopatia dilatada grave debida a mutacion de lamina A/C (Cardiomiopatia dilatada severa con o sin miopatia);
Sindrome asociado con cardiomiopatia dilatada; Sindrome asociado con cardiomiopatia hipertrofica; Cardiomiopatia
de Tako-Tsubo; Cardiomiopatia de Tako-Tsubo (Cardiomiopatia ampular); Cardiomiopatia de Tako-Tsubo
(Cardiomiopatia del balonamiento); Cardiomiopatia de Tako-Tsubo (Cardiomiopatia inducida por estrés);
Cardiomiopatia de Tako-Tsubo (Cardiomiopatia de Takotsubo); Cardiomiopatia amiloide familiar relacionada con
transtirretina; Cardiomiopatia amiloide familiar relacionada con transtirretina (Cardiomiopatia ATTR); Cardiomiopatia
amiloide familiar relacionada con transtirretina (Cardiomiopatia amiloide relacionada con TTR); Enfermedad renal
tubular - cardiomiopatia; Cardiomiopatia sin clasificar; Sindrome de pelo lanoso-queratodermia palmoplantar-
cardiomiopatia dilatada; Sindrome de pelo lanoso-queratodermia palmoplantar-cardiomiopatia dilatada (Sindrome de
pelo lanoso-hiperqueratosis palmoplantar-cardiomiopatia dilatada); Sindrome de pelo lanoso-queratodermia
palmoplantar-cardiomiopatia dilatada (pelo lanoso - queratodermia palmoplantar - cardiomiopatia dilatada); y
Sindrome de pelo lanoso-queratodermia palmoplantar-cardiomiopatia dilatada (Sindrome de pelo lanoso-
hiperqueratosis palmoplantar-cardiomiopatia dilatada).

Volviendo ahora a la HCM con mas detalle, esta enfermedad tiene una prevalencia de 1 de 500, que la hace mas
prevalente en general que una enfermedad huérfana. Sin embargo, es muy heterogénea no al menos en vista del
hecho de que se puede describir como idiopatica, familiar o adquirida.

Se acepta ampliamente que la mayoria de las formas de HCM estan causadas por mutaciones en uno de los genes
que en la actualidad se sabe que codifican diferentes componentes del sarcomero. Normalmente se caracteriza por
hipertrofia del ventriculo izquierdo (LVH) en ausencia de predisposicion a afecciones cardiacas (por ejemplo,
estenosis adrtica) o afecciones cardiovasculares (por ejemplo, hipertension de larga evolucién). Las manifestaciones
clinicas de la HCM varian de HF asintomatica a progresiva hasta muerte subita cardiaca y varian de individuo a
individuo, incluso dentro de la misma familia. Los sintomas comunes incluyen dificultad para respirar (en particular
con esfuerzo), dolor de pecho, palpitaciones, ortostasis, presincope y sincope. Con mucha frecuencia, la LVH de la
HCM se hace aparente durante la adolescencia o la adultez temprana, aunque también se puede desarrollar de
forma tardia en la vida, en la infancia o en la infancia.

El diagnostico de HCM se establece con la mayor frecuencia cuando la ecocardiografia en dos dimensiones detecta
LVH en un ventriculo no dilatado; también se puede establecer mediante hallazgos histopatoldgicos patognomonicos
en tejido cardiaco. La HCM familiar (FHCM) sin afectacion multisistémica se diagnostica mediante antecedentes
familiares y ensayos genéticos moleculares de cualquiera de los 14 genes que en la actualidad se sabe que
codifican diferentes componentes del sarcomero para los que el ensayo esta clinicamente disponible. La FHCM
causada por mutaciéon en al menos uno de los genes que en la actualidad se sabe que codifica diferentes
componentes del sarcomero se hereda de manera dominante autosémica.

La HCM ha sido revisada ampliamente por Cirino y Ho (2011, http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK1768/) y lo
siguiente se ha adaptado a partir de su trabajo. Como se ha descrito anteriormente, el tratamiento médico de la
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disfuncion diastolica con beta bloqueadores y bloqueadores de los canales de calcio no dihidropiridinicos se usa
junto con el tratamiento médico o quirurgico de la obstruccion del flujo ventricular, si existe; también es importante el
logro y mantenimiento del ritmo sinusal en los pacientes con fibrilacién auricular; los desfibriladores cardioversores
implantables (ICD) se usan en supervivientes de paro cardiaco y en aquellos con alto riesgo de paro cardiaco; si se
desarrolla HF, puede ser necesario un tratamiento médico para la HF y la consideracién del trasplante cardiaco. La
prevencién de complicaciones secundarias puede implicar anticoagulaciéon en aquellos con fibrilacién auricular
persistente o paroxistica para reducir el riesgo de tromboembolia y profilaxis con antibiéticos cuando sea necesario.
Durante el embarazo de una mujer con HCM, se requiere la atencidon de un cardiélogo experimentado y un obstetra
especialista.

La supervision y el tratamiento en desarrollo también implican una nueva evaluacién del riesgo de muerte subita
cardiaca (SCD) aproximadamente una vez al afio o con mas frecuencia en funcién de los hallazgos clinicos. Se
aconseja a los pacientes que eviten el entrenamiento competitivo de resistencia, actividades de estallido (por
ejemplo, carreras de velocidad), ejercicio isométrico intenso (por ejemplo, levantamiento de pesas con mucho peso),
deshidratacion, hipovolemia (es decir, uso de diuréticos con precaucién) y medicamentos que disminuyen la
postcarga (por ejemplo, inhibidores de ACE, bloqueadores de receptores de angiotensina y otros vasodilatadores
directos).

Hasta la fecha, se sabe que la HCM esta causada por una mutacion en uno de los 14 genes (véase la Tabla 1) que
codifican diferentes componentes del sarcomero. Se han identificado mas de 900 mutaciones individuales.

Tabla 1 - genes implicados en FHCM (Cirino and Ho (2011, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1768/)

Nombre | Simbolo Nombre de la Proteina % de HCM Causada Otros fenotipos de
del del Gen por Mutaciones en trastorno causados por
Locus Este Gen mutacién en el mismo gen
CMH1 MYH7 Cadena pesada de miosina, 40 % Cardiomiopatia Dilatada
isoforma beta de musculo cardiaco (DCM),
CMH4 MYBPC3 |Proteina C de unién a miosina, 40 % DCM

tipo cardiaco

CMH2 TNNT2 Troponina T, musculo cardiaco 5% DCM

CMH7 TNNI3 Troponina |, musculo cardiaco 5% DCM, cardiomiopatia
CMH3 TPM1 Cadena alfa de Tropomiosina 1 2% DCM

CMH10 |MYL2 Cadena ligera 2 reguladora de Desconocido

miosina, isoforma de musculo
ventricular/cardiaco

CMH8 MYL3 Polipéptido 3 ligero de miosina, 1%
ACTC1 Actina, musculo cardiaco alfa Desconocido DCM
1
CSRP3 Proteina 3 rica en cisteina y glicina, Desconocido

proteina LIM muscular

CMH9 TTN Titina DCM, miopatia distal Udd
DCM
ACTN2 Alfa-actinina-2 Desconocido
MYH6 Cadena pesada de miosina, DCM

isoforma alfa de musculo cardiaco

TCAP Telotonina distrofia muscular de
extremidades-cintura, DCM

Otros genes potencialmente implicados en HCM

TNNC1 Troponina C, musculos esquelético Desconocido DCM
lento y cardiaco
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Cirino y Ho describen el sarcomero como la unidad de contraccién basica del miocito cardiaco. La contraccion
cardiaca se produce cuando el calcio se une al complejo de troponina (subunidades I, C, y T) y a-tropomiosina y
libera la inhibicidon de interacciones de miosina-actina por la troponina I. La actividad de ATPasa y la union de la
actina por la direccién de la miosina globular da como resultado cambios conformacionales que doblan el cuello
(también denominado brazo de palanca) y dan como resultado el deslizamiento de filamentos gruesos en relacién a
filamentos delgados (flechas sélidas) para generar el golpe de fuerza.

Como se ha indicado anteriormente, la HCM es la enfermedad cardiaca hereditaria mas comun con una prevalencia
estimada en 1 de 500. Los informes sugieren que esta causada por mutaciones dominantes autosémicas en las
proteinas sarcoméricas cardiacas (FHCM) en un 60 % de los casos. Dentro de la FHCM, los genes que estan
implicados con mas frecuencia son la isoforma beta de musculo cardiaco de cadena pesada de miosina (MHY7) y la
proteina C de unién a miosina cardiaca (MYBPC3). Varios estudios sugieren que las mutaciones MYBPC3 estan
asociadas con hasta un 40 % de los casos de FHCM (véase la Tabla 1). Por consiguiente, la prevalencia de FHCM
relacionada con MYBPC3 se puede mantener en > 1 de 2000.

De acuerdo con estudios recientes que examinan la FHCM asociada con MYBPC3, hay una presentacion clinica
muy variada. Esta enfermedad tiende a producirse en edades avanzadas y tiene un prondstico mas benigno en
comparaciéon con la FHCM asociada con otras mutaciones de proteina sarcomérica tales como MYH7. Esto se ha
usado para sugerir la identificacion sistematica y periddica de familias con anomalias de MYBPC3. Mediante la
determinaciéon de la expresion clinica, penetrancia y resultados de enfermedad en una gran poblacién base de
pacientes y parientes con mutaciones en MYBPC3, estos estudios demostraron una heterogeneidad notable con
penetrancia incompleta, relacionada con la edad y especifica de género (Cardiac Myosin Binding Protein-C
Mutations in Families With Hypertrophic Cardiomyopathy: Disease Expression in Relation to Age, Gender, and Long
Term Outcome Stephen P. Page, Stavros Kounas, et al., Circ Cardiovasc Genet 2012; 5; 156-166). Estos estudios
concluyeron que la expresion de la enfermedad (clinica) es heterogénea y no esta relacionada con el tipo de
mutacion o mutacién especifica, que la penetrancia de la enfermedad es incompleta en promedio durante la vida del
portador y que la penetrancia de la enfermedad es mayor en hombres que en mujeres. Por consiguiente, dado que ni
el tipo de mutacién (por ejemplo, sin sentido, con cambio de sentido, etc.) ni la mutacion especifica parecian predecir
un fenotipo clinico particular en estos estudios, y dado que se observo diversidad fenotipica notable en familias que
compartian mutaciones idénticas, se puede sugerir que los mecanismos epigenéticos (que Se producen con
frecuencia en genes con alta capacidad de mutacién) pueden desempefiar un papel en el fenotipo adquirido de
FHCM asociada con MYBPC3.

Existen mas de 1.000 mutaciones causantes identificadas en 20 sarcémeros y genes relacionados con
miofilamentos asociados con HCM y - como se ha indicado anteriormente - mas de 900 asociadas con 14 genes en
el sarcédmero. Las mutaciones genéticas que se producen con mas frecuencia estan asociadas con MYBPC3. La
densidad elevada de mutaciones encontradas en genes asociados con HCM puede sugerir que los mecanismos que
estimulan el aumento de mutabilidad desempefian un papel en la prevalencia de la enfermedad.

La metilacién de ADN es una modificacién epigenética que implica la adicion de grupos metilo arrestos de cisteina
ya incorporados en secuencias de ADN, formando 5-metilcitosina (5MeC). Esto puede prevenir por via fisica la union
al factor de transcripcion o puede reducir el acceso a través de condensaciéon de cromatina local, con ambos
procesos dando como resultado represion genética. La metilacion de ADN esta regulada por una familia de enzimas
ADN metiltransferasa (DNMT), una de las cuales, DNMT1, metila preferentemente el ADN hemi-metilado y es
necesaria para mantener el patron de metilacion del genoma en células hijas durante la division celular. Tanto
DNMT3A como DNMT3B son enzimas de metilacion de novo, y son responsables del establecimiento de los
patrones de metilacion inicial del genoma durante el desarrollo, y su expresion vuelve a emerger en patologias. La
desregulacion de este proceso se ha estudiado ampliamente en cancer.

La metilacion de ADN diferencial de sitios de CpG en dos isoformas de MYBPC se ha evaluado en estudios que
también evaluaron si el nivel de metilacion es especifico del gen y esta posiblemente implicado con la mutabilidad
genética (Meurs y Kuan (Differential methylation of CpG sites in two isoforms of myosin binding protein C, an
important hypertrophic cardiomyopathy gene. Environ Mol Mutagen. Mar de 2011; 52 (2): 161-4). Estos estudios
también evaluaron la Metilacién de CpG dentro de las regiones exoénicas de las isoformas de musculo cardiaco
(MYBPC3) y esquelético (MYBPC2) del gen de proteina C de union a miosina. En el caso de MYBPC2, no hay
mutaciones conocidas que conduzcan al desarrollo de FHCM. Se demostré que aun que el nimero medio de CpGs
era similar en las dos proteinas, el nivel de metilacion medio de CpG era significativamente mas elevado en
MYBPC3 que en MYBPC2 (P < 0,0001) lo que sugiere que puede haber una implicacién epigenética en el aumento
de la mutabilidad genética.

Esta hipotesis ha sido apoyada por otros estudios. Por ejemplo, en un estudio, un aumento significativo del nimero
de islas CpG metiladas se identificd en hipertrofia cardiaca fisiolégica murina (37626500 con respecto a 24996299,
P = 0,02) asociado con 741 promotores ventilados de forma diferente. De estos, 634 estaban hipermetilados y 107
estaban hipometilados. Los datos de metilacion de ADN del promotor se integraron con los perfiles de expresion
genética, y se descubrié que 142 presentaban alteracion tanto de los patrones de metilacion de ADN niveles de
expresion. El analisis de ontologia genética de estos genes desde la una sobrerrepresentacién de las categorias
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genéticas implicadas en el proceso basado en filamento de actina, organizaciéon del citoesqueleto y muerte celular
programada (todos con P < 0,001). Otro estudio indicaba que habia metilacién en todos los restos de citosina dentro
de dinucledtidos de CpG encontrados en los exones 8, 9, y en el intron 8 del gen de troponina T cardiaca (cTNT) en
sujetos con FHCM. En trabajo que reconoce que los mecanismos epigenéticos tales como microARN y modificacion
de histona son crucialmente responsables de la expresion genética desregulada en HF, un estudio adicional evalué
la metilacién de ADN en este entorno. Se estudiaron explantes del ventriculo izquierdo (LV) cardiomiopatico en
estadio terminal isquémico e idiopatica o de pacientes que se habian sometido a transplante cardiaco de los que se
formaron perfiles en comparacion con un control normal. Usando un analisis preliminar con chip de
inmunoprecipitacion de ADN metilado (MeDIP-chip), a continuacion se validaron los loci de metilacion diferencial con
PCR de bisulfito-(BS) y secuenciacion de alto rendimiento. Se encontré que una gran poblacién de islas CpG (CGls)
y promotores genéticos estan hipometilados de forma mas significativa corazones cardiomiopaticos en estadio
terminal. Este estudio también identificé 3 loci genéticos relacionados con la angiogénesis que estaban metilados de
forma diferencial (ARHGAP24, PECAM y AMOTL2). La hipometilacion del gen 2 similar a angiomotina (AMOTL2) y
la hipermetilacion de la region promotora en la posicién 5" en el gen de la molécula de adhesion de plaquetas/células
endoteliales (PECAM1) condujo a una disminucion de la expresién de ambos, mientras que la hipermetilaciéon dentro
del cuerpo genético de la proteina 24 activante de Rho GTPasa (ARHGAP24) favorecia su expresion. La RT-PCR,
cuantitativa encontré que la expresion de estos genes se diferenciaba de forma significativa entre corazones con CM
y de control normales (p <0,01). Habia una correlacién entre metilaciéon y expresién diferencial del gen
correspondiente. Se ha observado que esto proporciona la primera evidencia de una diferencia en el estado de
metilacién entre corazones cardiomiopaticos humanos y controles.

Un estudio posterior demostré perfiles epigendémicos globales en cardiomiopatia humana. La metilacion de ADN y
los mapas de H3K36me3 se generaron a partir de corazones humanos, sus perfiles se caracterizaron y se encontré
que la metilaciéon de ADN se diferencia entre los corazones con cardiomiopatia en estadio terminal y los de control
en islas CpG y en regiones de cuerpos genéticos. Una disminucion significativa de la metilacién del promotor
genético global también se correlacionaron con genes que estaban regulados de forma positiva en cardiomiopatia
pero no con genes que estaban regulados de forma negativa, lo que sugiere que la desmetilacién conduce a un
aumento de la expresion del gen correspondiente y la regulacidon negativa de genes en cardiomiopatia se produce
independientemente de la metilacion del promotor.

De posible relevancia para este estudio es otro estudio en el que los hallazgos combinados de cardiomiocitos de
auricula de murino HL1 tratados con TNF-a que presentaban una disminucion de la expresion de Atp2a2, aumento
de la metilacion de CpG del promotor de los genes, y niveles elevados de la ADN (citosina-5-)-metiltransferasa 1
(Dnmt1) - sugieren que la metilacion desempefia un papel importante en la regulacién de la transcripcidon negativa de
Atp2a2.

Se sabe que MYBPC3 esta hipermetilado, tiene mutaciones asociadas con HCM y cuando su expresion disminuye la
hipertrofia empeora. Sin embargo, para otro gen implicado en HCM, ACTA1, el aumento de la expresion esta
asociado con HCM (no se conocen mutaciones de ACTA1 que estén asociadas con HCM, pero si se conocen estan
variaciones en su nivel de expresion).

La fibrosis de miocardio puede ser un elemento distintivo caracteristico de HCM y se cree que contribuye al riesgo
mas elevado de muerte cardiaca subita, arritmias y disfuncion cardiaca. El patrén de fibrosis esta asociado con un
aumento de los patrones de fibrosis intersticial y focal y se puede visualizar usando formaciéon de imagenes
cardiacas por resonancia magnética (MRI) con aumento de gadolinio.

Sin embargo, la fibrosis y la hipertrofia son procesos separados pero relacionados en el sindrome de HCM. Por
ejemplo, se ha mostrado que un tercio de los pacientes con HCM presentan solamente hipertrofia y no tienen
evidencia de fibrosis en la MRI cardiaca con aumento de gadolinio tardio. Sin embargo, el mismo estudio también
mostré que la HCM con fibrosis esta asociada con un aumento > 3 veces en muerte cardiovascular, admision
cardiovascular no planificada, taquicardia ventricular sostenida o fibrilaciéon ventricular, o descarga de cardioversor-
desfibrilador implantable apropiado. Ademas, dentro de la poblacion base de pacientes con fibrosis, un alcance de
fibrosis mas elevado estaba asociado con peores resultados.

La causa de la fibrosis miocardica en HCM no es clara. Algunos informes la atribuyen a la muerte prematura de
miocitos y a la expansién de la matriz intersticial como resultado del estrés creado por mutaciones de sarcémero
dando como resultado fibrosis que recaen corazones con HCM. Otro trabajo ha asociado las mutaciones con otros
cambios patoldgicos tales como isquemia - por ejemplo flujo coronario comprometido debido a hipertrofia, disfuncion
microvascular, aumento del estrés oxidativo, y aumento de las demandas metabdlicas impuestas por propiedades
bien fisicas anémalas de sarcomeros mutantes dando como resultado un desequilibrio de la demanda y suministro
de oxigeno. Esto puede crear un medio isquémico que contribuya adicionalmente al ciclo de la muerte prematura de
miocitos y a la aparicion de fibrosis focal en HCM.

Los datos recientes en modelos de ratén de HCM han mostrado que las mutaciones de gen de sarcomero activan
sefiales proliferativas y profibroticas en células no miociticas de corazones de ratén con HCM dando como resultado
un aumento de los niveles de proteinas profibréticas que incluyen TGFB que da como resultado fibrosis.
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Sin embargo, algunos trabajos con animales también han mostrado que un estado profibrético ya esta presente en
modelos animales cuando posteriormente desarrollan hipertrofia cardiaca antes de que los hallazgos histolégicos
cardiacos sean anomalos. Este trabajo esta apoyado en la actualidad en pacientes humanos por trabajos recientes
que han confirmado la frecuente coexistencia de fibrosis e hipertrofia y sefiales tempranas de fibrosis miocardica
antes de que la hipertrofia clinica sea evidente. Concluyen que los niveles elevados de PICP en suero indicaron un
aumento de la sintesis de colageno miocardico en vehiculos de mutacion de sarcémero sin enfermedad manifiesta y
que este estado profibrético precedié al desarrollo de hipertrofia o fibrosis del ventriculo izquierdo visible en la MRI.
Ademas, mientras que los estudios de MRI mostraron una potenciacion tardia de gadolinio, que indica fibrosis
miocardica, en un 71 % de los sujetos con cardiomiopatia hipertréfica manifiesta, por el contrario no habia ninguna
en los vehiculos de mutacion sin hipertrofia del ventriculo izquierdo.

Por ultimo, este trabajo reciente muestra que el patrén y la historia natural de fibrosis y la disfuncién cardiaca
asociada con las dos mutaciones mas frecuentes asociadas con HCM (MYBPC3 y MYH7) son diferentes. En este
trabajo que compara pacientes con mutaciones de MYBPC3 y mutaciones de MYH7, pero sin evidencia de HCM, los
marcadores de fibrosis miocardica, (niveles de PICP) y funciéon diastélica (velocidades diastdlicas) fueron peores en
los pacientes con mutacion de MYH7. Ademas, en aquellos pacientes con mutaciones de MYBPC3 con HCM, la
edad de inicio de la hipertrofia fue posterior, el LVMI fue menor, y la funcién diastdlica fue mejor que la de los
pacientes con mutaciones de MYH7. Estos datos sugieren que las mutaciones de MYH7 desencadenan una fibrosis
y una remodelaciéon miocardica mas temprana/mas extensa que las mutaciones de MYBPC3.

En conclusion: [1] aunque la fibrosis miocardica y la hipertrofia a menudo coexisten en pacientes con HCM, son
caracteristicas fisiopatoldgicas distintivas de la enfermedad y en un tercio de pacientes consecutivos en una gran
poblaciéon base de HCM, la hipertrofia es evidente sin fibrosis; [2] esto subraya la coexistencia pero la naturaleza
distinta de la hipertrofia y la fibrosis y el trabajo reciente en ratones con HCM demuestra que la expresion de
miocitos de mutaciones de proteina de sarcémero altera la transcripcidon genética en ceélulas no miociticas,
induciendo la proliferacion y expresion de moléculas profibréticas que producen remodelacién patoldgica vy fibrosis
en HCM que depende de TGF; [3] la respuesta fibrética a las mutaciones/anomalias del sarcomero parece que se
produce temprano en la historia natural de la HCM y esto a menudo precede al desarrollo de la hipertrofia clinica; [4]
aunque las mutaciones De MYBPC3 se asocian con HCM, incluyendo hipertrofia y fibrosis, existe una marcada
heterogeneidad en la respuesta fenotipica a las mutaciones de este gen incluso dentro de las familias y esto se
podria explicar por factores epigenéticos tales como hipermetilacién; [5] basandose en ciertos estudios, se sabe que
MYBPC3 se asocia con hipermetilacion y esto es coherente con una alta frecuencia de mutaciones genéticas
asociadas con HCM; [6] el miocardio hipertréfico en HCM se encuentra en un estado de hipoxia relativa y esto puede
tener implicaciones importantes para la fisiopatologia y la historia natural de la enfermedad.

Con respecto a las terapias epigenéticas, existen farmacos epigenéticos desarrollados con éxito, pero en su mayoria
se aplican al cancer y a enfermedades hematoldgicas. Estas incluyen (pero no se limitan a): agentes de
hipometilacién, tales como 5-azacitidina (denominada 5-aza o azacitidina), 5-aza-2’desoxicitidina (denominada
2'desoxi, 5azaDC, o dectiabina) zebularina; inhibidores de histona desacetilasa tales como acido hidroxamico
suberoilanilida; e inhibidores de metilacion de histona tales como 3-Desazanoplanocino.

Un agente de hipometilacién es uno que inhibe la metilacion de ADN, y a menudo se hace referencia a él como un
agente de desmetilacién o un inhibidor de metilacion de ADN. Aunque los términos se usan indistintamente en la
técnica, al menos tedricamente es posible que la hipometilacion/desmetilacion también pueda tener lugar por
mecanismos distintos a la inhibicién por metilacion de ADN. Los inhibidores de la metilacion de ADN (por ejemplo,
pero no limitados a,, 5-aza, 2'desoxi y zebularina) funcionan impidiendo el establecimiento de nuevos patrones de
metilacién en el ADN recién sintetizado durante el ciclo celular. Con cada division celular, el patron de metilacién de
la hebra precursora se copia a la nueva hebra hija sintetizadora durante la fase S de la célula en divisién. Las
enzimas que regulan este proceso son las ADN metiltransferasas (DNMT). Las DNMT mantienen la integridad del
patrén de metilacion del genoma dentro de cada célula. Los inhibidores de la metilacion de ADN previenen o inhiben
este proceso, de modo que a medida que las células se dividen, gradualmente pierden su patron de metilacion
porque no se copian al ADN recién formado. Los inhibidores de metilacién de ADN interactian con las enzimas
DNMT para conseguir este efecto. Por lo tanto, con continuas rondas de divisidon celular, los genes se hipometilan
gradualmente. Se pueden producir mecanismos de hipometilacion adicionales mediante los cuales la desmetilacion
del ADN se produce fuera del ciclo celular.

Otros agentes de hipometilacion que se deben indicar incluyen clofarabina y hidralazina. La clofarabina es un
analogo de nucledsido de purina citotéxico que funciona principalmente induciendo apoptosis. Sin embargo, el
compuesto se encuentran investigacion en ensayos clinicos para su potencial efecto de hipometilacién, y para uso
en combinacion con otros farmacos epigenéticos. Por lo tanto la clofarabina presenta de forma potenciar un modo
doble de accidn, y puede ser el primero de otros farmacos que se puede encontrar que ejercen un modo de accion
epigenético secundario ademas de su efecto primario. En ensayos clinicos, este farmaco ha provocado respuestas
en pacientes con (rr-)ALL con recaida y/o refractario tratado previamente, rr-AML, y sindrome de mielodisplasia de
alto riesgo (MDS).
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La hidralazina se desarrollé originalmente como un farmaco oral antihipertensivo. En la actualidad se esta usando
para tratar la hipertensién asociada con el embarazo y también se usa en combinacion con nitratos en la gestion de
HF. La hidralazina ha mostrado la capacidad de reactivar la expresion genética sucesora de tumores que se ha
silenciado mediante hipermetilacion, tanto in vitro como in vivo. EI amplio uso previo de la hidralazina como un
agente hipertensivo proporcioné datos de seguridad y tolerabilidad que conducen a probar ensayos en Fase | con
pacientes con cancer, confirmando su capacidad de desmetilacion. En la actualidad se esta evaluando en terapias
de combinacién con inhibidores de HDAC, quimioterapia, o radiacién en ensayos en Fase lll para tumores
hematoldgicos y soélidos.

Bacanamwo et al., Circulation (2007) vol 116, p 124 describe efectos de desmetilacion de 5aza en genes asociados
con hipertensién en un modelo de enfermedad hipertensiva por Angiotensina Il, en el que se informa de un efecto
antihipertensivo de 5aza por supuestos efectos de desmetilacion en genes asociados con hipertension tales como
11B8-HSD2 que se metilé en las arterias y rifiones. Los autores llegan a la conclusiéon de que los datos "sugieren que
la metilacién de ADN desempefia un papel fundamental en la regulacién coordinada de genes implicados en la
patogénesis de hipertension y remodelacién vascular'". Sin embargo, se sabe que la hipertension aumenta la
hipertrofia y la fibrosis y se sabe que algunas terapias antihipertensivas reducen la hipertrofia y la fibrosis. Los
efectos que se describen en la presente invencion no dependen de la hipertensiéon. Todos los genes se pueden
metilar y no hay forma de predecirlo debido a los efectos antihipertensivos descritos en 113-HSD2, podria haber un
efecto antihipertréfico de la 5aza independiente de hipertension, ni un efecto beneficioso sobre, por ejemplo, la
expresion de MYBPC3. Taylor et al., New England Journal of Medicine (2004) vol 351 pp 2049 - 2057, describe los
efectos antihipertréficos del dinitrato de isosorbida e hidralazina en combinacion. La hidralazina es un agente
antihipertensivo y los agentes antihipertensivos pueden reducir la hipertrofia y la fibrosis. El dinitrato de isosorbida
tiene efectos farmacolégicos independientes que contribuyen y que estimulan la reduccién de BP y protegen con
respecto a la isquemia miocardica. No hay evidencias de que el efecto observado sobre la hipertrofia cardiaca esté
relacionado con la hidralazina sola y también con efectos epigenéticos. El documento US A 2011/0319466 describe
el uso de un inhibidor de HDAC (fenilbutirato) en combinaciéon con un inhibidor de ACE para el tratamiento de
insuficiencia cardiaca, hipertrofia cardiaca y disfuncién cardiaca. Esha et al., FASEB Journal (2002) vol 16, pA491
describe un inhibidor de DNMT (5azaDC) para controlar la lesién isquémica en perros y una mejora en la funcién
miocardica después de la isquemia y "formacién de cicatrices". No hay divulgacién de un impacto en la hipertrofia.
Ademas, la hipertrofia se puede producir en ausencia de isquemia y en el caso de hipertrofias cardiacas familiar, el
controlador fisiopatolégico no es la isquemia.

El documento US A 2012/0014962 describe los efectos antifibréticos de inhibidores de DNMT en modelos de fibrosis
hepatica y efectos antifibréticos del farmaco en fibrosis cardiaca y fibrosis endomiocardica. Se conocen los efectos
antifibréticos de los inhibidores de DNMT 5aza y 5azaDC, pero esto es bastante distinto de los efectos
antihipertroficos que se describen en la presente solicitud. Kao et al., Laboratory Investigation (2011) vol 91, pp
1291-1297 describe los efectos inhibidores de DNMT de la hidralazina en SERCa2. No hay evidencia de un efecto
antihipertrofico independiente de SERCAa2 y por lo tanto no es posible atribuir la reduccién en hipertrofia cardiaca a
la desmetilacion del ADN, ni se podrian anticipar los efectos de 5aza en MYBPC3. El documento UA A
2009/0105168 describe el uso de un inhibidor de DNMT para la lesiéon isquémica y el tratamiento de hipertrofia y
lesion después de isquémica, incluyendo cirugia cardiaca, apoplejia e infarto de miocardio. Como se ha mencionado
anteriormente, la hipertrofia se puede producir en ausencia de isquemia. En el caso de hipertrofias cardiacas
familiares, el controlador fisiopatolégico a menudo no es la isquemia.

A menudo la fibrosis esta implicada en la cardiomiopatia hipertréfica, pero hay un nimero sustancial de casos de
HCM en los que no hay evidencia de fibrosis. Por lo tanto, lo que se puede usar para tratar la fibrosis no
necesariamente se puede usar para tratar todos los casos de HCM.

Existe una necesidad de una mejor comprension de los mecanismos de accion de las cardiomiopatias, y las posibles
terapias que se pueden desarrollar para tratar las cardiomiopatias a la vista de los mecanismos de accion de ese
tipo. También existe una necesidad de una mejor comprension de los mecanismos de hipertrofia y/o fibrosis y como
se pueden desarrollar posibles terapias a la vista de los mecanismos de accion de ese tipo.

Sumario de la Invencion

En un aspecto, la presente invencion proporciona un agente de hipometilacion para uso en la prevencion o
tratamiento de cardiomiopatia en el que el agente comprende 5-Azacitidina o 5-Aza-2’-Desoxicitidina. En un aspecto,
el agente de hipometilacion puede ser para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia no isquémica. En
un aspecto el agente de hipometilacion puede ser para uso en la prevencion o tratamiento de una cardiomiopatia
seleccionada entre el grupo que consiste en cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia
restrictiva, cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica y fibrosis endomiocardica. En un aspecto mas la
invencién proporciona un agente de hipometilacién para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia que es
independiente de hipertension.

En un aspecto, el agente de hipometilacion puede tener el efecto de inhibir la expresion de la ADN metiltransferasa
3B.
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En otro aspecto, se desvela un método para identificar un agente terapéutico capaz de prevenir o tratar la
cardiomiopatia que comprende el ensayo de la capacidad de los supuestos agentes terapéuticos para hipometilar
uno o mas de los 14 genes que codifican componentes del sarcomero. En un aspecto, el método puede comprender
el ensayo de la capacidad de los supuestos agentes terapéuticos para hipometilar la proteina C de unién a miosina
cardiaca genética.

En otro aspecto, la invencidén proporciona un agente capaz de reducir la expresion de, silenciar o degradar proteina
HIF o ARNm de HIF para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia o fibrosis miocardica, en la que el
agente comprende el ARNsi de SEQ ID 31. Se desvela que un agente puede comprender un anticuerpo monoclonal,
un péptido o una molécula pequefia capaz de interactuar con proteina HIF y prevenir su unién a elementos sensibles
a hipoxia dentro de las regiones promotoras de genes de ADN metiltransferasa. Un agente también puede
comprender un anticuerpo monoclonal, un péptido, un oligonucleétido o una molécula pequefia capaz de unirse a
elementos sensibles a hipoxia dentro de las regiones promotoras de genes de ADN metiltransferasa, evitando de
ese modo la unién de HIF a dichos elementos.

Un aspecto de la invencién comprende profarmacos o sales farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
agentes comprendidos en la invencién, o composiciones que comprenden cualquiera de dichos agentes y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Se desvela un método para identificar un agente terapéutico capaz de prevenir o tratar cardiomiopatia o fibrosis que
comprende: someter a ensayo la capacidad de los supuestos agentes terapéuticos para reducir la expresion,
degradar o silenciar proteina HIF o ARNm de HIF; y/o someter a ensayo la capacidad de los supuestos agentes
terapéuticos para prevenir la union de la proteina HIF a elementos sensibles a hipoxia dentro de las regiones
promotoras de genes de ADN metiltransferasa.

Se desvela un método para prevenir o tratar cardiomiopatia o fibrosis miocardica que comprende el uso de un
agente de hipometilacién como se ha descrito anteriormente.

En otro aspecto, la invencion comprende el uso de un agente de hipometilacion como se ha descrito anteriormente
en un método para tratar o prevenir cardiomiopatia o fibrosis miocardica.

Se desvela un método para prevenir o tratar hipertrofia cardiaca o fibrosis miocardica que comprende el uso de un
agente capaz de reducir la expresion de, silenciar o degradar proteina HIF o ARNm de HIF, o que comprende el uso
de un agente capaz de prevenir la unién de la proteina HIF a elementos sensibles a hipoxia dentro de las regiones
promotoras de genes de ADN metiltransferasa. Un aspecto adicional comprende el uso de un agente en un método
de ese tipo. Los agentes de ese tipo pueden incluir, pero no son exclusivos para, anticuerpos monoclonales,
péptidos (ya sea sintéticos o del reino animal), o inhibidores de molécula pequefia, que pueden interactuar con la
proteina HIF evitando su unién a elementos sensibles a hipoxia (HRE) dentro de regiones promotoras de ADN
metiltransferasa (DNMT). Los agentes adicionales de ese tipo pueden incluir, pero no son exclusivos para, agentes
que se pueden unir a sitios de HRE en las regiones promotoras de DNMT evitando la unidon de HIF. Los agentes de
ese tipo pueden comprender anticuerpos monoclonales, péptidos (ya sea sintéticos o del reino animal), inhibidores
de molécula pequena, u oligonucledtidos.

Un aspecto adicional de la invencion comprende un agente de acuerdo con cualquier aspecto de la invencion para
uso en la preparacion de un medicamento para la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia, fibrosis miocardica, u
otras formas de fibrosis. Un aspecto de la invencién comprende adicionalmente el método para preparar un
medicamento de ese tipo, y el uso de un agente de este tipo en la preparacién de un medicamento de ese tipo.

Previamente no se ha demostrado que 5-aza y 2'desoxi puedan modular la hipertrofia cardiaca en modelos de
cardiomiopatia afectados, algo que los inventores han realizado en la actualidad. Aunque la fibrosis y la hipertrofia
pueden coexistir, existen entidades de enfermedad separada y a menudo responden a estimulos comunes que
explican la coexistencia. Ademas, se sabe que la fibrosis se produce como una consecuencia de la expresion
anoémala de la proteina sarcomérica y que este proceso anuncia un mal prondéstico.

Por lo tanto, la presente invencion propone, en un aspecto, que la cardiomiopatia asociada con la expresion genética
anomala de MYBPC3 que sucede mutaciones genéticas e hipermetilaciéon da como resultado de hipertrofia, fibrosis y
un entorno hipodxico. Por primera vez se demuestra que la desmetilacion usando agentes tales como 5-aza y
2'desoxi aumenta la expresion de MYBPC3, y reduce la hipertrofia y la fibrosis en al menos uno de los siguientes
cuatro mecanismos, 0 una combinacion de los mismos:

(i) inhibicién directa de hipermetilacién de genes implicados en hipertrofia y/o miofibrosis;

(ii) mejora de la respuesta de hipoxia relativa en el miocardio hipertréfico dando como resultado una reduccion de
la activacion inducida de enzimas ADN metiltransferasa que pueden estimular una hipermetilaciéon adicional y
una activacién de hipertrofia y/o fibrosis;

(iii) regulacién positiva directa o indirecta de la expresion genética de MYBPC3, dando como resultado una
reduccién de la activacién de una respuesta pro-fibrética en células que no son miocitos;
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(iv) alteracion del estado de fosforilacion de MYBPCS3.

Aunque la hipertrofia y la fibrosis son procesos de enfermedad separados, la expresion andémala de genes
sarcoméricos en el miocardio da como resultado hipertrofia, activa la fibrosis a través de mecanismos que se han
descrito anteriormente y da como resultado un fenotipo de enfermedad mas agresiva y peor pronostico. Una
intervencion terapéutica que podria inhibir tanto la hipertrofia como/o la fibrosis mediante uno o una combinacion de
los mecanismos que se han descrito anteriormente podria tener un valor de importancia clinica y podria presentar
oportunidades para gestionar e incluso quiza prevenir la morbidez y la mortalidad debido a cardiomiopatia. Ademas,
la implicacion de la expresion de MYBPC3 y/o otras proteinas implicadas en la cardiomiopatia se extiende mas alla
de la hipertrofia y la fibrosis de miocardio. Las intervenciones terapéuticas que podrian inhibir enfermedades con
patrones de metilacion anémalos podrian tener un uso importante en un nimero de enfermedades crénicas de otros
organos tales como el ojo, tracto gastrointestinal, higado, rifidn y pulmén y enfermedades que también estan
asociadas con afecciones autoinmunes inflamatorias. La evidencia emergente es un ejemplo de este potencial
particularmente en modelos de fibrosis pulmonar idiopatica, lo que sugiere que los cambios de hipermetilaciéon del
ADN son reversibles con agentes de hipometilacion tales como 5-aza y 2'desoxi dando como resultado supresion de
enfermedad in vitro e in vivo.

La presente invencion prevé 5-aza, 2'desoxi y otros agentes de hipometilacién para uso en la prevenciéon y
tratamiento de cardiomiopatias que se describen y se enumeran en la seccion de antecedentes de la presente
solicitud mencionada anteriormente. La presente invencion también prevé los agentes de hipometilacion de ese tipo
para uso en la prevencién y tratamiento de fibrosis miocardica y otras formas de fibrosis. La presente invencién
prevé adicionalmente agentes terapéuticos capaces de tener un impacto en el mecanismo de interaccién entre
proteina HIF y el promotor del gen DNMT3b, que influye en los niveles de proteina HIF y/o que influye en los niveles
de proteina DNMT3b para uso en el tratamiento de cardiomiopatias, fibrosis miocardica y otras formas de fibrosis.
Ademas adicionalmente, se desvela un método para tratar cardiomiopatia, fibrosis miocardica u otra afeccion
fibrética usando cualquier agente comprendido en la presente invencion. La identificacion sistematica de posibles
agentes terapéuticos basandose en la capacidad de los agentes para influir en la ruta de HIF-DNMT3b/HRE, o en su
capacidad para influir en los niveles de metilacion o patrones de expresion de genes implicados en HCM.

Breve descripcion de las figuras

Las realizaciones de la invencién se describiran, solamente a modo de ejemplo, con referencia a las figuras adjuntas
en las que:

La Figura 1 representa resultados que ilustran que la hipoxia tisular esta asociada con un aumento del perfil de
expresion fibrética.

La Figura 2 representa los resultados de estudios de hipoxia in vitro utilizando una linea de células de
fibroblastos cardiacos primarios humanos (HCF)

La Figura 3 representa los resultados de estudios de metilacion de ADN llevados a cabo para determinar si los
efectos pro-fibréticos de la hipoxia estaban asociados con cambios epigenéticos dentro de las células.

La Figura 4 representa los resultados de una investigacion en el mecanismo por el que la hipoxia regula la
expresion de DNMT3B.

La Figura 5 representa los resultados del tratamiento de células HCF con el compuesto de estabilizacién de HIF-
1a DMOG en normoxia

La Figura 6 representa resultados que ilustran que la reduccién mediada por ARNsi en DNMT3B (siDNMT3B)
dio como resultado una reduccion de los niveles de expresion de las proteinas pro-fibréticas ASMA y Colageno 1.
La Figura 7 representa resultados que ilustran que el tratamiento con 5aza invierte el impacto pro-fibrético de la
hipoxia.

Las Figuras 8-11 representan el efecto del tratamiento con 5AZA en parametros ecocardiograficos. La fraccion
de eyeccion (EF) estaba aumentada de forma significativa en SHR-5AZA en comparacién con SHR-V. Se
observé una significativa reduccion de la hipertrofia cardiaca. En tratamiento con 5AZA redujo el indice de demas
del ventriculo izquierdo (LVMi) y el diametro del tabique interventricular. En SHR-V se observé disfuncion
diastdlica, tal como se mide mediante E primo (E’) y ésta aumentaba de forma significativa con tratamiento con
5AZA. Los resultados representan la media y el error estandar de la media. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
La Figura 12 representa el efecto del tratamiento con 5AZA en el contenido de colageno dentro del corazén. El
analisis de hidroxiprolina se realiz6 para evaluar el colageno total dentro del miocardio de animales SHR-V y
SHR-5AZA. En animales SHR-5AZA se detectd una reduccion significativa de la deposicidon de colageno. Los
resultados representan la media y el error estandar de la media. * p < 0,05.

Las Figuras 13-15 representan el efecto del tratamiento con 5AZA en el colageno perivascular. El analisis digital
de los cortes desveld una disminucion significativa del colageno perivascular en SHR-5AZA en comparacion con
SHR-V. Se muestran las imagenes representativas de tejido tefiido con rojo Picrosirius de un animal. La tincion
de colageno aparece en color rosa/rojo. Se genera una imagen aumentada después de cuantificacion digital de
pixel positivo, destacando los pixeles negativos como pixeles de color azul y pixel positivo como cualquiera de
color amarillo, naranja o rojo. Los resultados representan la media y el error estandar de la media. * p < 0,05. La
Figura 16 representa el efecto del tratamiento con 5AZA en area de miocitos in vivo. El analisis digital del area
de miocitos de secciones de tejido cardiaco tenido con el hematoxilina y eosina desvel6 una disminucién
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significativa en el area celular animales SHR tratados con 5AZA en comparacion con los animales SHR-V de
control. Los resultados representan la media y el error estandar de la media. *** p < 0,001

Las Figuras 17 y 18 representan el efecto del tratamiento con 5AZA en niveles de expresion cardiaca de MYBP-
C y ACTAT1. Los niveles de expresion genética de MYBP-C y ACTA1 se evaluaron usando PCR en tiempo real
cuantitativa en el tejido cardiaco de SHR-V y SHR-AZA. El analisis desvela que el tratamiento de animales SHR
con 5AZA dio como resultado un aumento significativo de 4 veces en MYBP-C y ACTA1. Los resultados
representan la media y el error estandar de la media. * p < 0,05, *** p < 0,001.

Las Figuras 19-22 representan el efecto del tratamiento con 5AZA y 5AZA_DC en los niveles de expresion de
mioblastos cardiacos de MYBP-C y ACTA1 in vitro. Los niveles de expresion genética de MYBP-C y ACTA1 se
evaluaron usando PCR en tiempo real cuantitativa después de un tratamiento de 4 dias con los agentes de
desmetilacion de ADN 5AZA y 5AZA_DC. El analisis desvela que el tratamiento con estos compuestos dio como
resultado un aumento significativo tanto en MYBP-C como en ACTA1 cuando se usaba cualquiera de los dos
inhibidores de metilacién de ADN. Los resultados representan la media y el error estandar de la media. *
p <0,05, **p<0,01, ** p <0,001.

La Figura 23 es una ilustracion del promotor de tipo silvestre de DNMT1 que muestra posiciones de cebador
directo e inverso y un supuesto elemento de respuesta a hipoxia en las que se une la proteina HIF.

La Figura 24 es una ilustracion del promotor de DNMT1 que muestra posiciones de cebador directo e inverso y
un supuesto elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en las que se une la proteina HIF, que porta mutaciones
dirigidas al sitio en el HRE.

La Figura 25 es una ilustracion del promotor de tipo silvestre de DNMT3b que muestra posiciones de cebador
directo e inverso y un supuesto elemento de respuesta a hipoxia en las que se une la proteina HIF.

La Figura 26 es una ilustracion del promotor de DNMT3b que muestra posiciones de cebador directo e inverso y
un supuesto elemento de respuesta a hipoxia (HRE) en las que se une la proteina HIF, que porta mutaciones
dirigidas al sitio en el HRE.

Descripcion detallada de las figuras

Ejemplo 1 - La hipoxia altera el perfil de metilacién de ADN de fibroblastos cardiacos a través de regulacion de HIF-
1a de DNMT3b

Métodos
Recogida y manipulacion de tejido cardiaco humano

Las muestras de tejido humano se recogieron de los corazones de 26 pacientes estables sometidos a cirugia de
derivacién cardiaca opcional. De forma especifica, se obtuvieron apéndices de la auricula derecha adyacentes al
sitio de canulacion venosa en pacientes con injerto mediante derivacién de la arteria coronaria (n = 18) o pacientes
de reparacion/sustitucion de valvula (n = 8). Todos los sujetos dieron el consentimiento informado por escrito para
participar en el estudio. El protocolo de estudio se realiz6 de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki
y recibié aprobacion del comité ético local. Las muestras de tejido se recogieron al inicio de la cirugia y se dividieron
inmediatamente en dos partes y se almacenaron en Reactivo de Estabilizacion de Tejido Allprotect (Qiagen) para
posterior extraccion de ARN, o se fijaron con formalina para tincién histolégica.

Analisis de tejido cardiaco

Para analisis de expresion genética dentro de las muestras de miocardio, el tejido se interrumpid en primer lugar de
forma individual y se homogeneizé usando un Instrumento de Dispersion Ultra Turrax T25 (IKA) antes de extraer el
ARN usando el kit de extraccion de ADN/ARN AllPrep (Qiagen), de acuerdo con las inserciones del fabricante. La
sintesis de la primera hebra del ADNc se realizé usando SuperScript Il RT (Invitrogen). Los cebadores para PCR
cuantitativa en tiempo real (QPCR) se disefiaron de modo que uno de cada par cebador estaba atravesando el limite
de exoén/exén para asegurar que solamente se amplificaba el ARNm maduro. Las secuencias de los cebadores
especificos de genes usadas son las que siguen a continuacién; ASMA, 5-CGTTACTACTGCTGAGCGTGA-3’
(directo) (SEQ ID 13), 5-AACGTTCATTTCCGATGGTG-3’ (inverso) (SEQ ID 14); colageno 1 a1 (COL1A1), 5-
GAACGCGTGTCATCCCTTGT-3' (directo) (SEQID 15), 5-GAACGAGGTAGTCTTTCAGCAACA-3 (inverso)
(SEQID 16); colageno 3 a1 (COL3A1), 5-AACACGCAAGGCTGTGAGACT-3’ (directo) (SEQID 17), 5-
GAACGAGGTAGTCTTTCAGCAACA-3’ (inverso) (SEQ ID 18); anhidrasa carbonica IX (CAIX), 5-
AGGTCCCAGGACTGGACATA-3' (directo) (SEQID 19), 5-GAGGGTGTGGAGCTGCTTAG-3’ (inverso) (SEQID
20); DNMT1, 5-TATCCGAGGAGGGCTACCTG-3' (directo) (SEQID 21), 5-CACTTCCCGGTTGTAAGCAT-3’
(inverso) (SEQID 22); DNMT3A, 5-AGCCCAAGGTCAAGGAGATT-3 (directo) (SE-QID 23), 5-
GTTCTTGCAGTTTTGGCACA-3’ (inverso) (SEQ ID 24); DNMT3B, 5-TCAGGATGGGAAGGAGTTTG-3' (directo)
(SEQ ID 25), 5-CTGCAGAGACCTCGGAGAAC-3’ (inverso) (SEQ ID 26). Las reacciones de QPCR se normalizaron
mediante la amplificacion del mismo ADNc con cebadores de beta-2-microglobulina (B2M), 5'-
AGGCTATCCAGCGTACTCCA-3 (directo) (SEQ ID 27), 5-CCAGTCCTTGCTGAAAGACA-3’ (inverso) (SEQ ID 28).

La QPCR se realizé6 usando Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). La amplificacion y la
deteccién se realizaron usando el Sistema Mx3000P (Stratagene). El programa de ciclado de PCR consistia en 40
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ciclos de tres etapas de 15 segundos/95 °C, 30 segundos/TA y 30 segundos/72 °C. Cada muestra se amplifico por
duplicado. Para confirmar la especificidad de la sefial, se realizé un programa de fusién después de completar los
ciclos de PCR.

Para analisis de colageno intersticial dentro de la muestra de miocardio, el tejido fijado con formalina se embebié en
parafina y se tifid usando un Kit de Tincién de tricromo de Masson (MTC) (Dako) optimizado para uso un sistema de
tincion Artisan de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Puntuacién manual de biopsias cardiacas tefiidas con MTC

Los portaobjetos del microscopio que contenian secciones con un grosor de 8 uM de tejido de miocardio tefiido con
MTC fueron examinadas por un patélogo (OSE) y se evaluaron de forma manual para el grado de fibrosis De una
forma con ocultacién. EI MTC Para deteccion de colageno de tipo | (fibrosis) se clasifico de 1 a 5, en el que 1 es la
fibrosis intersticial menos severa y 5 es la fibrosis intersticial mas severa. Solamente se tuvo en cuenta la fibrosis
intersticial, en la que la fibrosis invasiva con reemplazo o comprensién laser podria haber tenido en cuenta. La
fibrosis subendocardica o epicardica se excluyeron.

Analisis de imagenes automatizado de biopsias cardiacas tefiidas con MTC

El sistema de Escaner de Cortes Aperio ScanScope XT (Aperio Technologies) se us6 para capturar las imagenes
digitales de todo el corte con un objetivo de 20x. El andlisis de imagenes automatizado se realiz6 usando
Imagescope (Aperio). Un algoritmo de recuento de pixel positivo se us6 para cuantificar de forma automatica el area
ocupada por colores de tincion dentro de cada imagen del corte escaneado. La calibracion de los patrones de tinciéon
individuales se realiz6 especificando el color necesario (intervalo de tonos y saturacion) y limites para el intervalo de
intensidad deseado. Los parametros de entrada necesarios para cada diluciéon se basaron en el modelo de color de
HSI (Tono, Saturacion e Intensidad). Para detectar el color azul del colageno con tincién de MTC, se especificd un
valor de tono de 0,66. El valor equivalente para la deteccién de los miocitos tefiidos de color rojo fue 0,0. El valor de
la amplitud del tono por defecto de 0,5 se us6 para permitir la inclusién de un intervalo moderado de sombras de
color. Una fraccion del volumen de colageno se calculé basandose en el porcentaje de tincion de colageno de color
azul cuantificado dentro de una seccién de tejido.

Cultivo de células primarias

Las células de fibroblastos cardiacos humanos primarios del ventriculo adulto (HCF) se adquirieron en ScienCell
Research Laboratories. Las células primarias se obtuvieron a partir de una sola donante hembra de 20 afios de
edad. Hasta que se necesitaron para los experimentos, las células se cultivaron y se mantuvieron en medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco), suplementado con un 10 % de Suero Bovino Fetal (Gibco) y antibiéticos
penicilina-estreptomicina (Gibco) en una incubadora humidificada con CO; al 5 % mantenida a 37 °C.

Tratamientos de cultivo celular

Cuando estaba indicado, las células HCF se expusieron a un entorno de oxigeno al 1 % hasta 8 dias usando una
camara hipoxica (Coy Laboratories). Los efectos de tratamiento con 10 ng/ml de TGFB1 recombinante (R&D
Systems) en estas condiciones se investigaron. Cuando era necesario, las células se trataron durante 24 horas con
1 mM del inhibidor de prolil hidroxilasa DMOG (Sigma) para simular hipoxia a través de la induccién de HIF en
condiciones normoxicas.

Citometria de Flujo Cuantitativa

El impacto de la hipoxia en el perfil de metilacién global de células HCF se investigé usando un anticuerpo especifico
para el ADN metilado y se cuantificé usando citometria de flujo. En resumen, las células HCF expuestas a cualquiera
de normoxia (oxigeno al 21 %) o hipoxia (oxigeno al 1 %) se fijaron en solucidon de Carnoy antes de hidrdlisis acida
de 60 minutos en HCI 1 M a 37°C. Después de esta etapa de desnaturalizacién de ADN, las células se
inmunotifieron usando anticuerpo monoclonal anti-5'metilcitidina (5MeC) (Eurogentec). Los controles negativos para
IgG1 se usaron a la misma concentracion que el anticuerpo primario. La inmunotincién secundaria se realizé usando
un anticuerpo secundario de conejo anti-ratén conjugado con FITC (Dako). El andlisis se realizé en un citémetro de
flujo CYAN y los resultados se evaluaron usando el software SUMMIT (Dako).

Analisis de PCR en tiempo real cuantitativa de células HCF primarias
Los cambios en la expresidon genética se midieron en células HCF usando QPCR como se ha descrito en la seccion

de métodos de analisis del tejido cardiaco humano. El aislamiento del ARN de las células se consiguié usando el Kit
NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel). Los datos de QPCR se analizaron usando el método delta delta CT.
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Transferencia de Western

Se generaron lisados de proteina de célula completa usando Tampén de Lisis RIPA (Millipore), que contenia un
céctel de inhibidor de proteasa (Roche). Los extractos de proteina nuclear se obtuvieron usando los Reactivos de
extraccion Nuclear y Citoplasmatica Ne-PeR, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Pierce Biotechnology).
Las concentraciones de proteina se determinaron usando el Kit de Ensayo de Proteina BCA (Pierce). Se
desnaturalizaron 10-20 ug de lisados de proteina, se redujeron y se resolvieron en geles de SDS-poliacrilamida
mediante SDS-PAGE antes de transferencia sobre membranas (Millipore) de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
Immobilon-P de 0,45 ym de tamafo de poro.

Las membranas se incubaron con tampdén de bloqueo (TBS, Tween-20 al 0,25 %, suero al 0,1 % de especies en las
que se produjo el anticuerpo secundario, y leche desnatada sin grasa al 5 %) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente las membranas se sondearon durante una noche con cualquiera de factor 1a inducible (H
IF-1 a) (Novus Biologicals) anti-ASMA (Sigma), anti-colageno 1, anti-DNMT3B (Imgenex), o anti-hipoxia. La
deteccién de la union especifica del anticuerpo primario se consiguié usando anticuerpos secundarios conjugados
con HRP, seguido de deteccién de sefales con sustrato de HRP quimioluminiscente Immobilon Western (Millipore)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para verificar la carga igual se usé anti-alfa tubulina (Sigma).

Generacion de una construccion de luciferasa de DNMT3B funcional y mutada

Un fragmento de 250 pb del promotor DNMT3B que contenia un supuesto elemento de respuesta a hipoxia (HRE) se
cloné y se insertd en una construccién de luciferasa pGL3 (Promega), generando pDNMT3B-Luc. Ademas, una
version dotada de esta construccion se credé mediante mutagénesis dirigida al sitio usando el Kit de Mutagénesis
Dirigida al Sitio QuikChange Il (Stratagene) para mutar supuesto HRE dentro del promotor DNMT3B. De forma
especifica, 2 bases de citosina dentro del supuesto HRE se sustituyeron con bases de adenina, generando
pDNMT3B-AHRE-Luc. La secuenciacion de ADN se us6 para confirmar la presencia de la mutacién. Cualquiera de
pDNMT3B-Luc, pDNMT3B-AHRE-Luc, o vector vacio se transfectdé posteriormente de forma transitoria en células
Hela cells usando FUGENE HD (Promega). 24 horas después de la transfeccion, las células se expusieron a
oxigeno al 1 % durante 24 horas, o se dejaron en normaxia (oxigeno al 21 %). El grado de actividad del promotor
DNMT3B se cuantificé usando el ensayo de bioluminiscencia de luciferina/luciferasa después de lisis celular con
Tampon de Lisis Pasivo (Promega) e incubando con Reactivo de Ensayo de Luciferasa (Promega), con actividad de
luciferasa medida en un Lumindmetro GloMax 20/20 (Promega).

Atenuacion genética de DNMT3B dirigida por ARNSsi

Las células HCF se transfectar un con cualquiera de siDNMT3B 20 nM de la secuencia 5-
AGAUGACGGAUGCCUAGAGUU-3 (SEQID 31), o ARNsi de control usando el reactivo de transfeccion
DharmaFect4 (Dharmacon). Las células transfectadas se incubaron durante 12 horas antes de la exposicion hipdxica
de oxigeno al 1 % durante 4 dias, o se dejaron en normoxia (oxigeno al 21 %). Para asegurar que los niveles de
DNMT3B permanecian bajos durante el transcurso del tiempo, el ARNsi se suministré el dia 2. El impacto de
10 ng/ml de TGF en estas condiciones experimentales también se investigo.

Desmetilacion de ADN con 5-aza-2’-desoxicitidina

Para el analisis de desmetilacion, las células se trataron con 1-5 pM de 5-aza-2’-desoxicitidina (5-azadc; Sigma)
hasta ocho dias. El efecto de la inhibicion de la metilacién de ADN global en la expresion de proteina pro-fibrética se
evalué usando transferencia de Western.

Resultados
La hipoxia de tejido de miocardio esta asociada con un aumento del perfil de la expresion genética fibréotica

Después de la aprobacién ética y el consentimiento informado del paciente, las muestras de tejido de la auricula
derecha humana se recogieron de los corazones de 26 pacientes sometidos a cirugia de derivacion cardiaca
opcional. EI ARN se extrajo de este tejido y se uso para observar la relacion entre hipoxia y produccién de colageno
usando PCR en tiempo real cuantitativa. EI grado de expresién de anhidrasa carbénica IX (CAIX) se usé como un
marcador titulo validado para hipoxia tisular cardiaca (Holotnakova 2008). Se detecté una correlaciéon positiva
significativa entre la expresion del gen del colageno 1 con CAIX (r = 0,50, p < 0,01), tal como se destaca en la Figura
1B. Los niveles de expresion genética relativa de CAIX también se correlacionaron de forma positiva con ASMA
(r=0,42, p <0,05), Figura 1A. La expresion del gen del colageno 3 no estaba asociada de forma significativa con
cambios en la expresién de CAIX, aunque se observé una tendencia positiva (r = 0,35, p = 0,07).

La hipoxia tisular esta asociada con un aumento de la deposicion de colageno
El grado de deposicion de coldgeno dentro de muestras de tejido de auricula derecha se evaludé usando tincion con

tricromo de Masson (MTC). Los ejemplos de tejido de miocardio tefiido con MTC se pueden observar en la Figura
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1D, con una tincién de color azul positiva para colageno que es evidente, y miocitos que se tifien de color rojo. Esta
figura destaca ejemplos de fibrosis tanto intersticial como perivascular. Para analizar el contenido de colageno dentro
de los cortes tefiidos con MTC se usaron dos métodos, en particular, cuantificacion digital de pixel positivo (Figura
1E, un ejemplo en el que se ha aplicado el algoritmo de pixel positivo a un corte tenido con MTC generando una
imagen ampliada que detalla los pixeles de color azul positivos que representan el colageno) y puntuacién manual
con ocultaciéon por un Patélogo (OSE) (Figura 1F, ejemplos de imagenes de puntuacion manual que clasifican la
deposicion de colageno entre 0-5).

La relacién entre deposicién de colageno e hipoxia se evalué dividiendo los cortes de MTC en dos grupos
basandose en la mediana de los niveles de expresion genética de CAIX. Los resultados indican que el aumento de
hipoxia tisular (expresion de CAIX mas elevada) estaba asociado con un aumento significativo del colageno
(p < 0,05). Esto se observo en tanto en la cuantificacion de pixel positivo analizados de forma digital automatizada
del colageno (Figura 1G) como en la puntuacién manual con ocultaciéon de tincién con MTC (Figura 1H).

Estos resultados indican que el grado de hipoxia dentro de tejido de miocardio esta asociado con aumento de la
expresion de los genes pro-fibréticos de ASMA y colageno 1, asi como un aumento de la deposicion de la proteina
de colageno fibrilar. Dado que la fuente mas probable del aumento del colageno dentro del miocardio es el
fibroblasto cardiaco, los inventores comenzaron estudios de hipoxia in vitro utilizando una linea de células de
fibroblastos cardiacos primarios humanos (HCF). Las células HCF se cultivaron en cualquiera de oxigeno al 21 % u
oxigeno al 1 % hasta 8 dias. El cultivo de las células en oxigeno al 1 % estabilizé el HIF-1a nuclear, lo que indica
que las células estaban experimentando un entorno hipéxico, Figura 2A. En estas condiciones, se observo un
aumento de la proliferacion celular, otra caracteristica patoldgica de fibrosis, Figura 2B. Usando PCR en tiempo real
cuantitativa, un aumento significativo en la expresién genética tanto de ASMA como de colageno 1 se detecté a los 4
y 8 dias después de la hipoxia, en comparacién con las células cultivadas en normoxia, Figura 2C y 2D. De forma
interesante, los efectos pro-fibréticos del tratamiento con TGF31 aumentd en hipoxia. El tratamiento con TGF(31 de
HCF aumenté de forma significativa la expresion genética de ASMA y colageno 1, y esto aumentaba adicionalmente
si las células se exponian a 8 dias de hipoxia, Figura 2E y 2F, respectivamente.

Para determinar si los efectos pro-fibréticos de la hipoxia estaban asociados con cambios epigenéticos dentro de las
células HCF, se realizaron estudios de metilacion de ADN. La metilacion de ADN global se analiz6 en células
expuestas a cualquiera de oxigeno al 21 %, oxigeno al 1 % durante 4 dias, u oxigeno al 1 % durante 8 dias. La
aplicacion del antibiético dirigido al ADN metilado (anti-5MeC) y cuantificacion usando citometria de flujo desvel6 una
hipermetilacion de ADN significativa en células hipdxicas (p < 0,001), Figura 3A. La confirmacion de la tincién
nuclear especifica se consiguié usando microscopia de inmunofluorescencia, como se destaca en Figura 3B, con
positividad anti-5MeC nuclear especifica con respecto a un fondo de la contratincién nuclear de color azul DAPI.
Para investigar los posibles mecanismos de hipermetilacion de ADN inducida por hipoxia, las enzimas que catalizan
este proceso se cuantificaron, en particular las ADN metiltransferasas (DNMT). Los niveles de expresion genética de
DNMTH1, la enzima principalmente responsable del mantenimiento del estado de metilacién de las células hijas
durante el ciclo celular, y la enzima de metilacion de novo, DNMT3B, ambas estaban reguladas de forma positiva
significativamente en un periodo tan temprano como 24 horas después de exposicidon a un entorno hipéxico al 1 %
(p < 0,001), Figura 3C y 3E. Los niveles de la enzima de metilacion de novo, DNMT3A no cambiaron, Figura 3D. El
analisis de transferencia de Western de extractos nucleares hipdxicos que la proteina DNMT3B estaba regulada de
forma positiva significativamente en hipoxia, lo que sugiere un posible papel en la regulacién de los cambios globales
en la metilacion de ADN en hipoxia. De forma interesante, cuando se examinan las muestras de tejido cardiaco
humano, los niveles de expresion genética de DNMT3B se correlacionaban de forma significativa con los niveles de
CAIX (r=0,50, p <0,001), Figura 3F.

El mecanismo por el que la hipoxia regula la expresién de DNMT3B se explor6 debido a la importancia potencial de
esta enzima de metilacion de novo dirigiendo cambios epigenéticos y susceptibilidad a fibrosis inducida por hipoxia.
Después del analisis del promotor DNMT3B, se identificd una secuencia consenso para un sitio de union a HIF-1a,
denominado elemento de respuesta a hipoxia (HRE). Por consiguiente, este factor de transcripcion mediado por
hipoxia se planteaba como un candidato probable para la regulacion de la expresion de DNMT3B. Para investigar
esto adicionalmente, se generd una construccién de expresion de luciferasa que contenia el promotor DNMT3B
humano (pDNMT3B-Luc). Se generé una construccion adicional en el que el sitio de unién a HIF-1a estaba mutado
(PDNMT3B-AHRE-Luc). Las células Hela se seleccionaron como un vehiculo adecuado para investigar La regulacion
de hipoxia de DNMT3B ya que posee una ruta sensible a HIF-1a funcional cuando se expone a un 1 % de hipoxia,
tal como se indica mediante estabilizacion de proteina nuclear, Figura 4A. Las células Hela se utilizaron y se
transfectar un con cualquiera de una construccion de luciferasa con una secuencia de promotor DNMT3B funcional o
mutado con HRE. Las células se cultivaron en normoxia o un 1 % de hipoxia durante 24 horas, antes del analisis de
actividades de luciferasa. Los resultados indican que la actividad del promotor DNMT3B aumenta 3 veces en hipoxia
(p < 0,05), Figura 4B. La actividad del promotor DNMT3B mediada por hipoxia se atenué de forma significativa
cuando el sitio de unién a HIF-1a se mutaba (p < 0,001), Figura 4C.

Como una evidencia de apoyo para un papel de HIF-1a en la regulacion de la expresion de DNMT3B en hipoxia, las

células HCF cells se trataron con el compuesto DMOG para estabilizacion de HIF-1a en normoxia. Como se destaca
en la Figura 5A, el tratamiento con DMOG estabiliza la expresion de la proteina HIF-1a nuclear, y también da como
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resultado un aumento de la expresiéon de DNMT3B.

De forma colectiva, estos datos indican que la expresion de DNMT3B inducida por hipoxia en células de fibroblastos
cardiacos esta regulada al menos en parte por el factor de transcripcion inducible por hipoxia, HIF-1a.

Basandose en estos resultados, se investigd el impacto anti-fibrotico potencial del bloqueo de cualquiera de la
expresion de HIF-1a o la expresion de DNMT3B inducida por hipoxia en los efectos pro-fibréticos de hipoxia en HCF.
Estos experimentos se llevaron a cabo usando ARNSsi para prevenir/reducir la expresion de DNMT3B. Las células de
fibroblastos cardiacos humanos se transfectaron usando cualquiera de sibDNMT3B o ARNSsi de control. Las células
transfectadas se analizaron cuatro dias después usando transferencia de Western para cuantificar los niveles
celulares de colageno 1 y actina alfa de musculo liso (ASMA). La atenuacion de DNMT3B dirigida por ARNsi dio
como resultado una reduccion significativa de la expresién de proteinas pro-fibréticas incluyendo ASMA y colageno
1. La atenuacién del ARNsi de DNMT3B satisfactoria se confirmé por transferencia de Western (figura 6). Como un
control de carga se utilizo la alfa tubulina.

El tratamiento de fibroblastos hipdxicos con el inhibidor de DNMT, 5-aza2dC, inhibi6 los efectos pro-fibroticos de
TGFB, uno de los agonistas pro-fibréticos mas potentes. 5-aza2dC redujo de forma significativa la expresion de
ASMA, colageno 1y colageno 3.

Discusion

El impacto perjudicial de la isquemia en la estructura y funcion del miocardio esta bien reconocido. Las respuestas
cardiacas iniciales a la hipoxia regional, normalmente después de infarto de miocardio o después de enfermedad
arterial coronaria prolongada son protectores de érganos. Sin embargo, las lesiones o maladaptacion crénicas para
los procesos pato fisiolégicos pueden conducir a fibrosis cardiaca reactiva y con el tiempo puede conducir
potencialmente a insuficiencia cardiaca 1, 3. La importancia de esto llevo a los investigadores a investigar la relacion
entre el tejido de miocardio hipdxico y la fibrosis, y a determinar si la hipoxia puede regular el fenotipo fibrético en
células de fibroblastos cardiacos. Los investigadores también buscaron examinar si cualquier respuesta pro-fibrética
inducida por hipoxia estaba relacionada con cambios en el perfil epigenético de las células de fibroblastos cardiacos

Después de la aprobacién ética, los inventores tomaron muestras de tejido de la auricula de 26 pacientes sometidos
a cirugia de derivacion cardiaca opcional, para cualquiera de injerto de derivacion de la arteria coronaria o
reparacion/sustitucion de la valvula mitral. Con esta cuestion, los inventores fueron capaces de observar la relacion
entre el grado de hipoxia tisular y fibrosis. El alcance de la hipoxia tisular del miocardio se evalu6 mediante la
cuantificacion de los niveles de expresion genética de la anhidrasa carbdnica X (CAIX). La CAIX esta implicada en
la adhesion celular y la regulacién del pH con su expresion siendo controlada por el factor 1 inducible por hipoxia
(HIF-1). La importancia de la CAIX dentro del miocardio hipdxico se ha mostrado en 8. Aunque HIF-1 es el mediador
principal de las respuestas hipéxicas, su estabilidad fluctuante y su rapida degradacion podrian haber mostrado que
era dificil su estudio en muestras de tejidos recogidas en el momento de la cirugia, por lo tanto la CAIX se adoptd
con un marcador sustituto de hipoxia 9, 10. El analisis del tejido de miocardio destacé una correlacion positiva
significativa entre los niveles de expresion genética de CAIX tanto con colageno 1 como con el marcador de
diferenciacion de miofibroblastos actina de musculo liso alfa (ASMA). La expresion genética del colageno 3 no se
correlacionaba de forma significativa, sin embargo se observd una relacién estrecha. Para investigar esto
adicionalmente, las muestras de tejido cardiaco se tifieron con azul de tricromo de Masson (MTC) para cuantificar la
deposicion de proteina de colageno 1 fibrilar. La tincion de colageno, con apariencia de color azul, se cuantificé
usando dos enfoques, en particular analisis digital ha automatizado que implicaba la aplicaciéon de un algoritmo de
pixel positivo para cuantificar los pixeles de color azul dentro de secciones tefiidas digitalizadas, y un método de
puntuacion con ocultacion manual llevado a cabo mediante un patélogo clinico con experiencia (OSE). Usando el
nivel de expresion media de CAIX, la poblacion base de tejido se dividid en elementos de expresion de CAIX
elevados y bajos, que significan hipoxia tisular baja y elevada. Usando esta division, al grado de deposiciéon de
colageno se compard. Usando cuantificacion automatizada, un nivel de expresion de colageno significativamente
mas elevado se detect6é en el tejido mas hipéxico (CAIX elevada) y estos hallazgos se confirmaron mediante la
puntuaciéon manual con ocultacion manual. Teniendo en cuenta los trabajos publicados anteriormente, estos
hallazgos apoyan otros estudios exploran el impacto de hipoxia y fibrosis.

Dado que la fuente principal de aumento de ASMA y colageno con el grado de hipoxia en tejido cardiaco es el
fibroblasto, los inventores llevaron a cabo estudios in vitro utilizando la linea de células de fibroblasto cardiaco
humano primarias (HCF) y sometiéndolas a hipoxia. Como apoyo a los hallazgos de tejido de miocardio, los
inventores expusieron las células HCF a oxigeno al 1 % hasta 8 dias. De manera importante, la proteina se
estabilizé6 HIF-1a por hipoxia en estas condiciones lo que demuestra que las células estaban experimentando un
entorno hipdxico. De manera interesante, los inventores también observaron un aumento de la proliferacion celular
en hipoxia, un proceso que podria contribuir a la carga fibrética global in vivo. Ademas de un aumento en los
numeros de fibroblastos dentro de enfermedades fibréticas (aumento de la proliferacion o reduccién de la apoptosis),
un fenotipo profibrotico aumentado es un contribuyente importante a la enfermedad con diferenciacion de
niofibroblastos y aumento de la deposicion de matriz extracelular. En el presente documento en la expresion del
colageno 1 y ASMA en fibroblastos expuestos hipoxia a crénica (1 %, 8 dias). De importante con estas células
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también son mas sensibles al tratamiento con TGF31 exdgeno, presentando niveles mas elevados de induccién de
colageno 1 y ASMA. Aunque estos resultados se limitan al estudio de colageno, ASMA, y proliferacién como
indicadores de hipoxia crénica que generan un fenotipo pro-fibrético, es probable que estas respuestas celulares
impliqguen mudltiples atracciones en los perfiles de expresién genética. Como tal, los inventores buscaron determinar
si estos hallazgos se produciran en un fondo de cambios epigenéticos, y de ese modo proporcionando una
plataforma potencial para apoyar la fibrogénesis.

La importancia de la epigenética en la enfermedad cardiovascular cada vez esta siendo mas evidente, con algunos
estudios que exploran el impacto de modificaciones de histona en la expresién genética en enfermedades. Sin
embargo, los estudios sobre el impacto de las modificaciones epigenéticas en fibroblastos cardiacos son limitados,
en particular las investigaciones en cambios de metilacion de ADN y fenotipos pro-fibréticos posteriores. Dada la
importancia de este fendmeno epigenético, y la bibliografia publicada anteriormente que destaca que la hipoxia
puede influir en la maquinaria epigenética, incluyendo la metilacion de ADN en cancer este estudio pretendia
examinar si la hipoxia puede alterar el perfil de metilacion de ADN de células de fibroblastos cardiacos. Como se
destaca en la Figura 3A, se encontré que la hipoxia crénica aumentaba de forma significativa la metilacion de ADN
global dentro del genoma de células de fibroblastos cardiacos. El analisis posterior de las enzimas ADN
metiltransferasa (DNMT) desde lo que los genes tanto DNMT1 como DNMT3B y la expresién de proteinas
aumentaban, lo que destaca un mecanismo potencial mediante el cual la hipoxia puede hipermetilar el ADN de
células de fibroblastos cardiacos. De manera interesante, los niveles de expresion genética de DNMT1 y DNMT3B
dentro del tejido cardiaco se correlacionaban de forma significativa con los niveles de CAIX, lo que destaca que la
relacion in vitro entre hipoxia y las DNMT también es evidente in vivo.

Durante la embriogénesis, los niveles de expresion de la enzima de metilacion de novo, DNMT3B, son elevados
cuando el patron de metilacién del genoma se esta estableciendo. Aunque en el tejido adulto sano normal la
expresion de DNMT3B normalmente es baja, sin embargo, un aumento de la expresion se ha visto implicado en la
patogénesis de numerosas enfermedades, incluyendo el cancer. Por lo tanto, su reaparicion en patologias esta
causada probablemente por la metilaciéon de ADN patoldgica y el silenciamiento genético anémalo. Por lo tanto se
examin6é si DNMT3B desempefiaba un papel directo en la mediada fibrosis cardiaca por hipoxia. Después del
examen del promotor DNMT3B, se descubrié un supuesto elemento de respuesta a hipoxia (HRE), que proporciona
un mecanismo mediante el cual la hipoxia puede dirigir su expresion a través del factor de transcripcion HIF-1a. Para
confirmar esta teoria se iniciaron tres enfoques; (I) un estudio que genera construcciones de luciferasa dirigidas por
el promotor DNMT3B con cualquiera de un sitio de HRE funcional (,DNMT3B-Luc) o mutado (pDNMT3B-AHRE-
Luc), (II) un estudio que examina el impacto de siHIF-1a, e (lll) un estudio que usa el compuesto DMOG para
estabilizar HIF-1a en normoxia. Tal como se muestra en la Figura 4, que las células Hela transfectadas con
pDNMT3B-Luc presentan un aumento significativo de la expresién de luciferasa en comparaciéon con células
mantenidas en normoxia. De manera importante, cuando el sitio de HRE esta mutado, hay un truncamiento
significativo en la actividad de luciferasa. De manera importante, la regulaciéon positiva de DNMT3B no esta
completamente anulada, lo que sugiere la posibilidad de que los factores de transcripcion mediados por hipoxia
pueden contribuir a la regulacion de DNMT3B. Un papel para HIF-1a en la regulacion de DNMT3B esta apoyado
adicionalmente por experimentos de ARNsi y DMOG, tal como se muestra en la Figura 5.

De forma colectiva, los tres enfoques confirman que la regulacién positiva de DNMT3B mediada por hipoxia esta
regulada por el factor de transcripciéon inducible de hipoxia, HIF-1a. La importancia de esto se deriva mucho mas alla
del alcance de la fibrosis cardiaca y en el ambito de otras enfermedades, incluida la biologia del cancer, y otras
entidades fibréticas

Habiendo mostrado que la hipoxia esta asociada con un fenotipo pro-fibrético, que se produce frente a un fondo de
cambios epigenéticos, incluyendo la regulacion positiva de DNMT3B mediada por HIF-1a, se buscé determinar si la
desmetilacion global o un enfoque dirigido a DNMT3B podrian ser potencialmente anti-fibréticos. En primer lugar se
investigd el impacto de la inversion de la metilacion de ADN en respuestas celulares a la citoquina pro-fibrética
TGFB. Usando el farmaco de desmetilacién de ADN 5-aza-2-desoxicitidina, se mostré que las respuestas a TGF( se
reducian de forma significativa. De forma especifica se observé la reduccion de la expresion de ASMA, colageno 1y
colageno 3. El impacto de la direccién directa de DNMT3B también se investigd usando ARNSsi. Los resultados
muestran que mediante la reduccion o la supresion de la expresion de DNMT3B, los niveles de proteina de
expresion de ASMA y colageno 1 se reducen de forma significativa. De manera colectiva estos nuevos datos
destacan el uso potencial de terapias mediadas por epigenética, de forma especifica las que se dirigen a la
metilacion de ADN, para reducir, prevenir o revertir la fibrosis cardiaca.

Las caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvo el tejido cardiaco se resumen en la Tabla 2. La hipoxia

tisular relativa se determind basandose en los niveles de expresion genética media por arriba y por abajo del
marcador hipoxico CA9.
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Tabla 2 - Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvo el tejido cardiaco. Los valores son la media + DT,
mediana (percentiles 25°:75°) o n (%). SBP/DBP, presién sanguinea sistdlica y diastdlica; BMI, indice de masa
corporal; Inhibidor de RAAS, inhibidor del sistema de renina angiotensina; BNP, péptido natriurético de tipo b; LVEF,
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; LVIDd, dimensién diastélica del extremo del ventriculo izquierdo; IVS,
tabique intraventricular; PW, pared posterior; E/e’, proporcién de velocidad del flujo diastélico temprano mitral con
respecto a la velocidad de alargamiento valvular mitral lateral con Doppler; LAVI, indice del volumen de la auricula

izquierda.

Tejido hipéxico

Tejido Normoéxico (CAIX

Demografia Poblacién Total (CAIX Elevada) Baja)
N 26 13 13
Edad, afos 7210 72+9 72 £ 11
Género, masculino 18 (69 %) 9 (69 %) 9 (69 %)
SBP, mm Hg 134+6 134+ 6 1327
DBP, mm Hg 7817 766 807
BMI,kg/m2 27+3 27+3 27+3
Fibrilacion Auricular 5(19 %) 2 (15 %) 3 (23 %)
Diabetes Mellitus 5(19 %) 3 (23 %) 2 (15 %)
Historia de Tabaquismo 10 (38 %) 7 (54 %) 3 (23 %)
Hipercolesterolemia 9 (35 %) 6 (46 %) 3 (23 %)
Enfermedad Arterial Coronaria 20 (77 %) 10 (77 %) 10 (77 %)
Enfermedad Cardiaca Valvular 12 (46 %) 5 (38 %) 7 (54 %)
Hipertension 9 (35 %) 4 (31 %) 5 (38 %)
Inhibidor de RAAS 12 (41 %) 6 (46 %) 6 (46 %)
Beta-Bloqueador 16 (55 %) 9 (69 %) 7 (54 %)
Estatina 16 (55 %) 11 (85 %) * 5 (38 %)
Creatinina, pymol/l 90 £ 13 90+ 4 90 £ 17
BNP, pg/ml 104 (17:127) 84 (15:116) 135 (26:171)
LVEF, % 607 607 60+8
LVIDd, mm 53,0+5,0 53,0+4,8 55,0+ 5,2
IVS, mm 9,7+15 9,6+1,3 99+17
PW, mm 10,7+ 1,6 10,56 +£2,0 11,0+ 1,1
Ele’ 8,7+28 8,7+3,0 86+26
LAVI, ml/m? 28,4144 28,1+5,2 28,6 +3,4

Ejemplo 2 - Terapia epigenética para el tratamiento de fibrosis cardiaca e hipertrofia

Métodos

Cultivo y tratamientos de células primarias

Las células de fibroblastos cardiacos humanos primarios del ventriculo adulto (HCF) se adquirieron en ScienCell
Research Laboratories. Las células se cultivaron y se mantuvieron en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) (Gibco), suplementado con un 10 % de Suero Bovino Fetal (Gibco) y antibiéticos penicilina-estreptomicina
(Gibco) en una incubadora humidificada con CO; al 5 % mantenida a 37 °C. Cuando era necesario, las células HCF
se trataron hasta 8 dias con cualquiera de 10 ng/ml de factor beta 1 transformante recombinante humano (TGF(1)
(R&D Systems), 5-azacitidina (5-aza) 1 uM (Sigma), o con ambos compuestos de forma simultanea.

PCR en tiempo real cuantitativa

El aislamiento del ARN de células HCF se consiguié usando el Kit NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel). La sintesis
de la primera hebra de ADNc se realizé usando SuperScript Il RT (Invitrogen). Los cebadores para PCR cuantitativa
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en tiempo real (QPCR) se disefiaron de modo que uno de cada par cebador estaba atravesando el limite de
exon/exén para asegurar que solamente se amplificaba el ARNm maduro. Las secuencias de los cebadores
especificos de genes usadas son las que siguen a continuacién; ASMA, 5-CGTTACTACTGCTGAGCGTGA-3’
(directo), 5-AACGTTCATTTCCGATGGTG-3’ (inverso); colageno 1 a1 (COL1A1), 5-GAACGCGTGTCATCCCTTGT-
3’ (directo), 5-GAACGAGGTAGTCTTTCAGCAACA-3" (inverso); colageno 3 a1 (COL3A1), 5-
AACACGCAAGGCTGTGAGACT-3' (directo), 5-GAACGAGGTAGTCTTTCAGCAACA-3’ (inverso). Las reacciones
de QPCR se normalizaron mediante la amplificacién del mismo ADNc con cebadores de beta-2-microglobulina
(B2M), 5’- AGGCTATCCAGCGTACTCCA-3’ (directo), 5-CCAGTCCTTGCTGAAAGACA-3’ (inverso).

La QPCR se realizé usando Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen). La amplificaciéon y la
deteccién se realizaron usando el Sistema Mx3000P (Stratagene). El programa de ciclado de PCR consistia en 40
ciclos de tres etapas de 15 segundos/95 °C, 30 segundos/TA y 30 segundos/72 °C. Cada muestra se amplificé por
duplicado. Para confirmar la especificidad de la sefial, se realizé un programa de fusiéon después de completar los
ciclos de PCR. Los factores de cambio relativo en la expresién genética se calcularon usando el método de delta
delta CT.

Transferencia de Western

Se generaron lisados de proteina de célula completa usando Tampoén de Lisis RIPA (Millipore), que contenia un
céctel de inhibidor de proteasa (Roche). Las concentraciones de proteina se determinaron usando el Kit de Ensayo
de Proteina BCA (Pierce). Los lisados de proteina se desnaturalizaron, se redujeron y se resolvieron en geles de
SDS-poliacrilamida mediante SDS-PAGE antes de transferencia sobre membranas (Millipore) de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) Immobilon-P de 0,45 ym de tamaiio de poro.

Las membranas se incubaron con tampdén de bloqueo (TBS, Tween-20 al 0,25 %, suero al 0,1 % de especies en las
que se produjo el anticuerpo secundario, y leche desnatada sin grasa al 5 %) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente las membranas se sondearon durante una noche con anti-ASMA (Sigma). La deteccion de
la unién especifica del anticuerpo primario se consiguiéd usando anticuerpos secundarios conjugados con HRP,
seguido de deteccion de sefales con sustrato de HRP quimioluminiscente Immobilon Western (Millipore) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Para verificar la carga igual se usé anti-alfa tubulina (Sigma).

Tratamiento con 5-azacitidina de un modelo de rata de enfermedad cardiaca hipertensiva

Se buscé la aprobacion del Comité de Etica de Investigacion Animal local y se obtuvo para investigar el impacto anti-
fibrético de 5-aza en la funcion y fibrosis cardiaca. Las ratas macho espontaneamente hipertensivas (SHR) y sus
homoélogas normotensivas, ratas Wistar Kyote (WKY) se adquirieron en Charles River y se utilizaron para el estudio.
A partir de las 10 semanas de edad, los animales recibieron de forma alternativa una inyeccion intraperitoneal al dia
de cualquiera de PBS (vehiculo) o 5-aza (10 mg/kg) durante 12 semanas. La 5-aza se adquirié en Sigma, se diluyé
en PBS estéril y se filtrd a través de un filtro de 0,22 ym. Las alicuotas se almacenaron a -20 °C y se usaron en los 5
dias de su reconstitucion. El disefio del estudio consistié en tres grupos de 10 animales; el grupo 1 incluia 10 ratas
SHR que recibieron 5-aza (SHR-5-aza); el grupo 2 incluia 10 ratas SHR que recibieron vehiculo de PBS (SHR-V); el
grupo 3 incluia 10 ratas WKY que recibieron vehiculo de PBS (WKY-V). todas las ratas se alojaron en la instalacion
para animales en condiciones idénticas, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.

Mediciones de presion sanguinea sistélica

La presion sanguinea sistdlica se midid6 usando el método no invasivo de anillo en la cola (Letica Scientific
Instruments LE 5001). Los valores de la presién sanguinea se registraron mientras que los animales estaban con
anestesia inhalada (isoflurano al 2 %). El promedio de tres mediciones consecutivas se obtuvo para cada animal en
el punto medio del estudio (6 semanas) y al final del estudio (12 semanas).

Ecocardiografia Doppler

La estructura y la funcién cardiaca se evaluaron en el periodo inicial y al final del estudio (12 semanas) usando
Ecocardiografia. Durante el procedimiento, los animales se mantuvieron con anestesia inhalada (isoflurano al 2 %) ir
a temperatura corporal se mantuvo usando una esterilla caliente. La evaluacién de la ecocardiografia se realizé
usando un Sistema de Formacion de Micro imagenes In Vivo de Alta Resolucion Vevo 770 High (Visualsonics) con
un transductor a 10 mHz. Las imagenes en modo M y en 2 dimensiones (2D) se obtuvieron en las pistas del eje largo
y corto paraesternal. El grosor de los tabiques interventricular es, grosor de la pared posterior, y diametro del LV se
midieron en sistole y diastole en las puntas del musculo papilar. Las mediciones se realizaron durante tres ciclos
cardiacos consecutivos y se hizo el promedio. La masa del ventriculo izquierdo (LVM) se calculé de acuerdo con la
férmula de Devereux y se hizo un indice con respecto a la longitud tibial (LVMi). El analisis con ocultacion fue
realizado por dos observadores independientes.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2676 557 T3

Recogida de suero y anadlisis de BNP

La sangre se recogi6é en el periodo inicial a través del método de la vena de la cola y al final del estudio (12
semanas) durante la extraccién de sangre terminal (aorta abdominal). El aislamiento del suero se consiguié usando
tubos de suero Microvette (Sarstedt) con centrifugacion a 10.000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Los niveles de suero del péptido natriurético de tipo B (BNP) de hormona de estrés cardiaco se cuantificaron usando
un inmunoensayo ultra-sensible con deteccién de electroquimioluminiscencia de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Meso Scale Discovery). La sensibilidad del ensayo fue de 1,5 pg/ml.

Recogida y preparacion de tejido de miocardio de rata

Al finalizar el estudio de rata in vivo, los animales se sacrificaron (sangria terminal a la vez que inhalaban anestesia
de isoflurano al 4 %), y el corazén se retir6 en bloque para estudiar el impacto de la 5-aza en la deposicién de
colageno dentro del miocardio. Dos enfoques metodolégicos se usaron para cuantificar la deposiciéon de colageno,
en particular, la inmunotincion de secciones de tejido cardiaco usando rojo Picrosirus, y el ensayo de hidroxiprolina
usando lisados tisulares.

Para la tincién con rojo Picrosirius, las secciones de la parte media del ventriculo izquierdo (nivel papilar) del corazén
se diseccionaron inmediatamente después del sacrificio, se aclararon en PBS, y se fijaron con formalina al 10 %
(Sigma). El tejido fijado con formalina se embebié en parafina y se crearon secciones de tejido con un grosor de 5
pum para analisis de colageno usando rojo Picrosirius.

Para cuantificacion de hidroxiprolina, la base del ventriculo izquierdo del corazén se disecciond inmediatamente
después del sacrificio, se aclaré en PBS, se congelaron de forma instantanea en nitrégeno liquido hasta que fueron
necesarias para el analisis. Los corazones congelados se descongelaron en hielo y se interrumpieron de forma
individual y se homogeneizaron usando un Instrumento de Dispersién Ultra Turrax T25 (IKA). La proteina total dentro
de los lisados de tejido se cuantificé usando el método de BCA y 10 ug de homogenado se usaron para determinar
el contenido de hidroxiprolina. El tejido cardiaco se homogeneizé en PBS a una proporciéon de 100 mg de tejido con
respecto a 1 ml de PBS.

Tincién con rojo Picrosirius y cuantificacién digital automatizada

Las secciones de tejido se desparafinizaron y se volvieron a hidratar antes de su incubaciéon con acido
fosfomolibdico al 0,2 % (PMA) durante 2 minutos. Después de aclarar en agua destilada, los cortes se tifieron con
rojo Picrosirus (Direct Red 80 disuelto en acido picrico, Sigma) durante 90 minutos. Por ultimo, los cortes se
colocaron en acido clorhidrico (HCI) al 0,4 % durante 2 minutos, etanol al 70 % durante 45 segundos, se
deshidrataron y se cubrieron para analisis.

El grado de deposicién de colageno se cuantific6 mediante analisis de imagen digital automatizada. El sistema de
Escaner de Cortes Aperio ScanScope XT (Aperio Technologies) se us6 para capturar imagenes digitales del corte
completas con un objetivo de 20x. El analisis de imagen automatizada se realizé usando Imagescope (Aperio). Un
algoritmo de recuento de pixel positivo se usé para cuantificar de forma automatica el area ocupada por los colores
de tincion rosa oscuro que representan colageno dentro de cada imagen del corte escaneado. La calibracion de los
patrones de tincién individuales se realizé especificando el color necesario (intervalo de tonos y saturacion) y limites
para el intervalo de intensidad deseado. Los parametros de entrada necesarios para cada diluciéon se basaron en el
modelo de color de HSI (Tono, Saturacién e Intensidad). Para detectar el color rosa oscuro del colageno con tincién
de rojo Picrosirus, se especificé un valor de tono de 0,8. El valor de la amplitud del tono por defecto de 0,5 se usé
para permitir la inclusiéon de un intervalo moderado de sombras de color. Una fraccién del volumen de colageno se
calcul6é basandose en el porcentaje de tincion de colageno de color rosa oscuro cuantificado dentro de una seccion
de tejido.

Ensayo de hidroxiprolina

En resumen, 500 pl de muestra de tejido cardiaco homogeneizado (proporcion de 100 mg de tejido homogeneizado
en 1 ml de PBS) se incubaron a 37 °C en un horno de vacio durante una noche en 1 ml de HCI 6 N. Cinco microlitros
de tampodn de citrato/acetato (acetato sdodico al 7,24 %, acido citrico al 5 %, hidroxido sédico al 3,4 %, acido acético
glacial al 1,2 %, pH 6,0) y 100 pl de solucién de cloramina T (282 mg de cloramina T, 2 ml de n-propanol, 2 ml de
H20, 16 ml de tampdn de citrato/acetato) se afiadieron a 5 pl de la muestra de tejido cardiaco digerido, y se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion, se afiadieron 100 ul de solucién de Ehrlich
(2,5 g de 4-[dimetilamino] benzaldehido [4-DMAB], 9,3 ml de N-propanol, 3,9 ml de acido perclérico al 70 %) a cada
muestra y se incubé durante 20 minutos a 65 °C. Las muestras enfriaron posteriormente durante 10 minutos y se
hizo una lectura a 550 nm usando un lector de placas SpectraMax M2 (Molecular Devices) con el software SoftMax
Pro software (Molecular Devices, version 4.7.1). En paralelo, se creé una curva patrén de hidroxiprolina para generar
datos cuantificables. Las concentraciones de hidroxiprolina (Sigma) de 0-200 pg/ml se usaron y se manipularon de
una manera similar a la de las muestras de tejido cardiaco homogeneizado digerido.
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Resultados
Datos de ecocardiografia
Efecto de 5-aza en hipertrofia del ventriculo izquierdo y disfuncién diastélica

Como se puede observar a partir de las Figuras 8-11, el andlisis de ecocardiografia desvelé una reduccion
significativa del diametro del tabique interventricular en diastole y en el indice de masa del ventriculo izquierdo
(LVMI) en el grupo de SHR-5AZA en comparacion con el grupo de SHR-V. El grupo de control de WKY-V
presentaba significativamente menos LVH que ambos grupos de SHR. La fraccion de eyeccion era
significativamente menor en el grupo de SHR-V en comparaciéon con el grupo de WKY-V. El tratamiento con 5AZA
aumentoé de forma significativa la fraccién de eyeccion en animales SHR. E primo (E’), una medida ecocardiografica
sélida y establecida de disfuncién diastélica, estara reducida de forma significativa en SHR-V en comparacién con el
control de WKY-V normotensivo. De manera importante, este marcador ecocardiografico de funcién diastélica estaba
aprobado de forma significativa con el tratamiento de 5AZA, equivalente al del control de WKY-V normotensivo.

Analisis de tejido cardiaco:
Efecto de 5AZA en enfermedad intersticial miocardica

El contenido de colageno total dentro del miocardio se calculé usando el ensayo de hidroxiprolina. Como se destaca
en la Figura 12, una reduccién significativa en el colageno total se observé en ratas SHR tratadas con 5AZA en
comparacién con controles de vehiculo de SHR.

Como indicacion de distribucion y localizacién de colageno, las secciones de tejido se tifieron usando rojo picrosirius.
El grado de deposicidon de colageno (area ocupada por los colores de tincidon rosa oscuro) se cuantific6 mediante
analisis de imagenes digitales automatizado a través de la aplicacion de un algoritmo de recuento de pixel positivo
modificado. La aplicacion del algoritmo generd una imagen ampliada resaltando los pixeles positivos como colores
amarillo, naranja o rojo, y los pixeles negativos como color azul. Una fraccion del volumen de colageno se calculd
basandose en el porcentaje de tincion de colageno de color rosa oscuro cuantificado dentro de una seccion del
tejido. Los resultados destacan que el colageno perivascular estaba reducido de forma significativa en animales
SHR-5AZA en comparacién con animales SHR-V (Figuras 13-15).

Efecto de 5AZA en miocitos cardiacos in vivo

Dentro del tejido cardiaco, el area de miocitos se cuantificé para evaluar la capacidad de 5AZA para reducir la
hipertrofia de miocitos. En este sentido, la Figura 16 destaca que el area de miocitos promedio dentro de los
animales SHR-5AZA es significativamente mas pequefia que la de sus controles homoélogos de SHR-V.

Un mecanismo potencial mediante el que 5AZA mejora la funcién cardiaca, incluyendo hipertrofia y diastologia, es a
través de la regulacion positiva de la proteina C de uniéon a miosina cardiaca (MYBP-C). Previamente se ha
mostrado que la disminucion de la expresion de MYBP-C en el corazén da como resultado una funcién contractil
anomala al nivel del miofilamento, contribuyendo de este modo al desarrollo de cardiomiopatia hipertréfica en seres
humanos. Esta reduccion se puede relacionar con mutaciones genéticas asi como a través de Otros mecanismos
potenciales. Un mecanismo que todavia se tiene que explorar son los cambios epigenéticos, incluyendo la metilacion
de ADN. Recientemente se ha mostrado que la reexpresion o el aumento de los niveles de expresiéon de MYBP-C a
través de transferencia genética in vivo aumenta la funcién contractil tanto sistélica como diastdlica asi como que
reduce el grosor de la pared del ventriculo izquierdo (Merkulov et al., 2012 Circ HF; PMID: 22855556). Los nuevos
datos de los inventores han mostrado que la administracion del agente de desmetilacion 5AZA a un modelo de
murino in vivo de enfermedad cardiaca hipertensiva dio como resultado un aumento significativo de la expresion de
MYBP-C dentro del miocardio (Figura 17). Esto destaca un nuevo mecanismo mediante el cual la expresion de
MYBP-C puede aumentar, y por lo tanto tiene el potencial de mejorar la disfuncién cardiaca. El tratamiento con
inhibidores de metilacion de ADN, tales como 5-azacitidina y 5-aza-2-desoxicitidina también podria influir en el
estado de fosforilacion de MYBP-C.

Ademas de un aumento en la expresién genética de MYBP-C, el tratamiento con 5AZA de animales SHR dio como
resultado de forma sorprendente un aumento significativo de Actina, Alfa 1, Mdsculo Esquelético (ACTA1), Figura
18. La regulacion positiva de la expresion de MYBP-C y ACTA1 se asociaron con una reduccion de la hipertrofia y la
disfuncion diastdlica, tal como se indica mediante LVMi, E primo, y cambios en el diametro del tabique inter
ventricular.

Datos de mioblasto cardiaco:
La confirmacién del impacto de inhibidores de metilaciéon de ADN puede regular de forma positiva los niveles de

expresion de MYBP-C y ACTA1 tal como se evalua in vitro usando células de mioblasto cardiaco. Las células
crecieron en cultivo durante 4 dias ya fuera en presencia o ausencia de 5-azacitidina (5AZA) o 5-aza-2-desoxicitidina
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(5AZA_DC). La expresion genética se cuantificod usando PCR en tiempo real. El tratamiento con 5AZA_DC dio como
resultado un aumento significativo tanto de MYBP-C como de ACTA1, tal como se indica en las Figuras 19-22.

La presente invencion ilustra la posible utilidad de agentes de hipometilacién tales como 5-aza y 2’desoxi en la
prevencion o tratamiento de cardiomiopatias. En particular, los agentes de este tipo han mostrado potencial para su
uso en el tratamiento de HCM Yy fibrosis miocardica. Esto es particularmente sorprendente, porque se ha mostrado
que 5-aza y 2’desoxi aumentan la expresién de ACTA1, cuyos niveles elevados estan implicados en la hipertrofia
exacerbada. A pesar de esto, los datos actuales muestran que estos agentes sin embargo son capaces de revertir
los efectos de la hipertrofia y también del impacto pro-fibrético de la hipoxia.

El término "oligonucledtido" pretende incluir oligorribonucleétidos, oligodesoxirribonucledtidos y analogos tanto
convencionales como modificados o combinaciones de los mismos. Los ejemplos son ADN, ARN, convencionales y
modificados, y combinaciones de los mismos.

El término "o" pretende ser usado como listado de un ndmero de alternativas no mutuamente exclusivas. Como tal,
se deberia interpretar que el término "o" hace referencia a "y/o". Por ejemplo, se debe entender que una declaracion
de que un aspecto de la invencion comprende un método para tratar hipertrofia cardiaca o fibrosis miocardica, hace
referencia a un método para el tratamiento de una cualquiera tomada entre el conjunto de: hipertrofia cardiaca sola;
fibrosis miocardica sola; y tanto hipertrofia cardiaca como fibrosis miocardica juntas.

Los términos "comprende/que comprende” y las expresiones "que tiene barra que incluye" cuando se usan en el
presente documento por referencia a la presente invencion se usan para especificar la presencia de caracteristicas,
numeros enteros, etapas o componentes indicados Pero no excluye la presencia o adicion de una o mas
caracteristicas, numeros enteros, etapas, componentes o grupos de los mismos.

Se observa que ciertas caracteristicas de la invencion, que, por claridad, se describen en el contexto de
realizaciones separadas, también se pueden proporcionar en combinacién en una sola realizacién. Por el contrario,
diversas caracteristicas de la invencion que, por brevedad, se describen en el contexto de una sola realizacion,
también se pueden preparar por separado o en cualquier subcombinacion adecuada.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Colegio Universitario de Dublin Universidad Nacional de Irlanda
<120> Terapias para cardiomiopatia
<130> PT628PCT

<160> 31

<170> BiSSAP 1.2

<210>1

<211>725

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..725

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/organismo = "Homo sapiens"

<220>

<221> cebador_unién

<222>1..24

<223> /nota = "Cebador Directo sin Xhol"
<220>

<221> proteina_union

<222>97..113

<223> /funcién = "Elemento de respuesta a hipoxia (HRE)"

<220>

<221> cebador_unién

<222>700..717

<223> /nota = "Cebador Inverso sin Hindlll (la secuencia es inversa y complementaria con respecto al cebador)"
<400> 1
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gagatgcagt ttctetatgt tacctaggcet ggtctaaaac tectgggete aagegatect 60
cccacccetgg cctcccaaag tgctgggatg acaggegtga gecacgtggt gettaaaaaa 120
ggcaacaaaa aacccceccac acactgggta tagaagtgge atgggcectcet atacactgtg 180
agattcttgg tactagcetac aaatictgtg tatactcaag atttictaga gtaggtgcaa 240
ttacccegtt ttacagatga ggacacagag gctgagceegt agtgacccac ctaaggtcgt 300
atagccagca aatagatgga ggttggattg gaactgagga ctttactcaa gggctctcac 360
aaacccttgg gggceticteg ctgctttate cecatcacac ctgaaagaat gaatgaatga 420
atgcctcggg caccgtgece acctcccage aaaccgtgga gettggacga geccactget 480
ccgegtggag ggggatgtgtg ceegecttge geatgegtgt tecctgggea tggeeggete 540
cgttccatec ttctgcacag ggtategect cteteegttt ggtacateec ctectecece 600
acgcccggac tggggtggta gacgecgect cegetecateg ceecteccca teggtttceg 660

cgcgaaaagc cggggegect gegetgeege cgeegegtet getgaagect cegagatgee 720

ggege 725

<210> 2

<211>30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Directo con Xhol"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<220>

<221> misc_feature

<222>1..6

<223> /funcién = "Sitio de restriccion de Xhol"
<400> 2

ctcgaggaga tgcagtttct ctatgttacc 30
<210>3

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/nota = "Cebador inverso DNAMT1 con Hind iii"

/organismo = "Secuencia Artificial"
<220>

<221> misc_feature

<222>1..6

<223> /funcién = "Sitio de restriccion de Hindlll"

<400> 3

aagcttatct cggaggcttc agca 24
<210> 4

<211>725

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..725

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
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/nota = "V$HIFF de Sitio Mutante de DNMT1 (97-113)"
/organismo = "Secuencia Artificial"

<220>

<221> cebador_unién

<222>1..24

<223> /nota = "Cebador Directo sin Xhol"
<220>

<221> proteina_union

<222>97..113

<223> /funcién = "Elemento de respuesta a hipoxia (HRE) (sitio de unién a HIF)"
<220>

<221> variacién

<222>104..105

<223> /nota = "Mutagénesis Dirigida al Sitio/Bases Cambiadas"

<220>

<221> cebador_unién

<222>700..717

<223> /nota = "Cebador Inverso sin Hindlll (la secuencia es inversa y complementaria con respecto al cebador)"
<400> 4

gagatgcagt ttctctatgt tacctaggcet ggtctaaaac tectgggete aagegatect 60
cccaccetgg ceteccaaag tgetgggatg acaggegtga gectagtggt gettaaaaaa 120
ggcaacaaaa aaccccccac acactgggta tagaagtgge atgggectct atacactgtg 180
agattcttgg tactagctac aaattctgtg tatactcaag attttctaga gtaggtgcaa 240
ttacccegtt ttacagatga ggacacagag gectgagcecegt agtgacccac ctaaggtegt 300
atagccagca aatagatgga ggttggattg gaactgagga ctttactcaa gggctctcac 360
aaacccttgg gggcettcteg ctgctttatec cccatcacac ctgaaagaat gaatgaatga 420
atgcctcggg caccgtgecce acctcccage aaaccgtgga gettggacga geccactget 480

ccgegtggag ggagtatatg ceegecettge geatgegtat teectgggea tggeeggete 540
cgttccatcc ttctgcacag ggtatcgect cteteegttt ggtacatecec ctecteccee 600

acgccecggac tggggtggta gacgecgect cegeteateg cecctececa teggttteeg 660
cgcgaaaagce cggggcegect gegetgeege cgeegegtet getgaagect cecgagatgee 720
ggcge 725

<210>5

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar" /nota = "Cebador Directo" /organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 5

ggatgacagg cgtgagccta gtggtgctta aaaaaggc 38
<210>6

<211>38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..38

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/nota = "Cebador Inverso de Mutante DNMT1"
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/organismo = "Secuencia Artificial"

<400> 6

gcctttttta agcaccacta ggctcacgcec tgtcatcc 38
<210>7

<211> 246

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> fuente

<222>1..246

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/note = "Promotor DNMT3b de Tipo Silvestre" /organismo = "Homo sapiens"

<220>

<221> cebador_unién

<222>1..22

<223> /nota = "Cebador Directo sin Xhol"
<220>

<221> proteina_union

<222>108..124

<223> /funcién = "Elemento de respuesta a hipoxia (HRE) (sitio de unién a HIF)"

<220>

<221> cebador_unién

<222> 223..246

<223> /nota = "Cebador Inverso sin Hindlll (la secuencia es inversa y complementaria con respecto al cebador)"
<400> 7

gggecgggge tacaagggga gteggeaceg ceccctecee acccacteee getgeecegt 60
ccggecegeg cegettecte geageagetg ctececggete cgeggecgea gecegegtgg 120

acgctcecgag cgeccececga cggacgggac cggctecctg geggteggge gagegggegg 180
caacgctgec cggecggeag cgetggggtt aagtggecca agtaaaccta getcggegat 240

cggcegce 246

<210>8

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..28

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/nota = "Cebador directo DNMT3b sin Xhol"
/organismo = "Secuencia Artificial"

<220>

<221> misc_feature

<222>1..6

<223> /funcién = "Sitio de restriccion de Xhol"
<400> 8

ctcgaggggc cggggctaca aggggagt 28
<210>9

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..30

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/nota = "Cebador Inverso con HindllI"
/organismo = "Secuencia Artificial"

<220>

<221> misc_feature

<222>1..6

<223> /funcién = "Sitio de restriccion de HindlIl"
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<400> 9

aagcttgcge cgatcgeccga getaggttta 30

<210> 10

<211> 246

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..246

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/note = "V$HIFF de Sitio Mutante de DNMT3b (108-124)"
/organismo = "Secuencia Artificial"

<220>

<221> cebador_unién

<222> 223..246

<223> /nota = "Cebador Inverso sin Hindlll (la secuencia es inversa y complementaria con respecto al cebador)
<220>

<221> cebador_unién

<222>1..22

<223> /nota = "Cebador Directo sin Xhol"

<220>

<221> proteina_union

<222>108..124

<223> /funcién = "Elemento de respuesta a hipoxia (HRE) (sitio de unién a HIF)"
<220>

<221> variacién

<222>112.116

<223> /nota = "Mutagénesis Dirigida al Sitio/Bases Cambiadas"
<400> 10

gggeeggggc tacaagggga gtecggeaceg ceccetecee acccacteee getgeecegt 60
ccggcececgeg cegcettecte gcageagcetg cteceggete cgeggecgea gaccgagtgg 120

acgctcecgag cgeccecega cggacgggac cggetecctg geggteggge gagegggegg 180
caacgctgec cggecggeag cgetggggtt aagtggecca agtaaaccta geteggegat 240

cggcegce 246

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/nota = "Cebador Directo de Mutante ADNMT3b"
/organismo = "Secuencia Artificial"

<400> 11

gctcecgegge cgcagaccga gtggacgcetc cgage 35
<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..35

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

/nota = "Cebador Inverso de Mutante DNAMT3b"
/organismo = "Secuencia Artificial"

<400> 12

gctcggagceg tccacteggt ctgeggeecge ggage 35
<210> 13
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<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"

ES 2676 557 T3

/nota = "Cebador Directo de Actina de Musculo Liso Alfa"

/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 13

cgttactact gctgagcgtga 21

<210> 14

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Actina de musculo liso alfa"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 14

aacgttcatt tccgatggtg 20

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Colageno 1 ?1 Cebador Directo"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 15

gaacgcgtgt catcccttgt 20

<210> 16

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Colageno 1 ?1 Cebador Inverso'
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 16

gaacgaggta gtctttcagc aaca 24
<210> 17

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Colageno 3 ?1 Cebador Directo"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 17

aacacgcaag gctgtgagact 21
<210> 18

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..24
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<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Colageno 3 ?1 Cebador Inverso"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 18

gaacgaggta gtctttcagc aaca 24
<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Anhidrasa carboénica IX"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 19

aggtcccagg actggacata 20
<210> 20

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Inverso de Anhidrasa carbénica IX"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 20

gagggtgtgg agcetgettag 20

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Directo de ADN metiltransferasa 1"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 21

tatccgagga gggctacctg 20

<210> 22

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Inverso de ADN metiltransferasa 1"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 22

cacttccegg ttgtaagcat 20

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "ADN metiltransferasa 3A"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 23

agcccaaggt caaggagatt 20
<210> 24
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<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Inverso de ADN metiltransferasa 3A"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 24

gttcttgcag ttttggcaca 20

<210> 25

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Directo de ADN metiltransferasa 3B"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 25

tcaggatggg aaggagtitg 20

<210> 26

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Inverso de ADN metiltransferasa 3B"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 26

ctgcagagac ctcggagaac 20
<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Directo de Beta-2-microglobulina”
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 27

aggctatcca gcgtactcca 20
<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Inverso de Beta-2-microglobulina”
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 28

ccagtccttg ctgaaagaca 20
<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20
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<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Directo de proteina C de unién a miosina”
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 29

ctggagacct ggacctcaga 20

<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..20

<223> /mol_tipo = "ADN sin asignar"
/nota = "Cebador Inverso de proteina C de unién a miosina’
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 30

ccggaaactg ctcttctica 20
<210> 31

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo = "otro ARN"

/nota = "ARNsi de DNMT3B"
/organismo = "Secuencia Artificial"
<400> 31

agaugacgga ugccuagagu u 21

4
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REIVINDICACIONES

1. Un agente de hipometilacion para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia en el que el agente
comprende 5-Azacitidina o 5-Aza-2’-Desoxicitidina.

2. El agente de hipometilacion de la reivindicacion 1 para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia
isquémica o no isquémica.

3. El agente de hipometilacion de la reivindicacién 1 para uso en la prevencion o tratamiento de una cardiomiopatia
seleccionada entre el grupo que consiste en cardiomiopatia hipertrofica, cardiomiopatia dilatada, cardiomiopatia
restrictiva, cardiomiopatia del ventriculo derecho arritmogénica y fibrosis endomiocardica.

4. El agente de hipometilacién de la reivindicacion 1 para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia
hipertrofica.

5. El agente de hipometilacion de la reivindicacién 1 para uso en la prevencion o tratamiento de cardiomiopatia, que
es independiente de hipertension.

6. El agente de hipometilacién de la reivindicacion 4 en la que el agente tiene el efecto de inhibir la expresion o
accion de ADN metiltransferasa 1, ADN metiltransferasa 3A, o ADN metiltransferasa 3B.

7. Un agente capaz de reducir la expresion de, silenciar o degradar proteina HIF o ARNm de HIF para uso en la

prevencioén o tratamiento de cardiomiopatia o fibrosis miocardica en el que el agente comprende el ARNsi de SEQ ID
31.
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Figura1d-e
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o Grado 0 - Normal

Grado 1 - Fibrosis Minima

Grado 2 - Fibrosis Leve

Grado 3 - Fibrosis Moderada

! Grado 4 - Fibrosis Severa

: Grado 5 - Fibrosis Extensiva

Deposicion de colageno en relacion con hipoxia tal
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La induccion por TGF de ASMA en hipoxia
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Promotor DNMT1 de Tipo Silvestre

aggctggtctaaaactcctgggcetcaagegatectcececaccectggectcecaa
agtgctgggatgacaggeGTGAGCCACGTGGTGC Ttaaaaaaggcaacaaaaaaccccccacacactgggtataga
agtggcatgggcctctatacactgtgagattcttggtactagcetacaaattelgtgtatactcaagattttctagagtaggtgcaattaccee
gttttacagatgaggacacagaggctgagccgtagtgacccacctaaggtegtatagccagcaaatagatggaggttggattggaac
tgaggactttactcaagggctctcacaaacccttgggggcttctegetgctttatccccatcacacctgaaagaatgaatgaatgaatge
clegggeaccegtgeccacctcecageaaaccegtggagettggacgageccactgeteegegtggggggagatgtgtgecegecttge
gcatgcgtgttcectgggeatggeeggctecgttccatecttetgcacagggtategectcetetecgtttggtacateccctectcecececac
gcccggactggggtggtagacgccegcecteegcetcatecgeccctececateggtttccgegegaaaagecggggegectgogetgee

geegeegegtcTGCTGAAGCCTCCGAGATgccggege
Cebador Directo con Xhol CTCGAGGAGATGCAGTTTCTCTATGTTACC
Cebador Inverso con il BAGETIATCTCGGAGGCTTCAGCA

Verde = Cebador Directo sin Xhol

Cian = Cebador Inverso sin Hindlll (la secuencia es inversay complementaria con respecto al cebador)
Rojo Texto = Elemento de respuesta a hipoxia (HRE)

Amarillo y Negrita = Mutagénesis Dirigida al Sitio/Bases Cambiadas

Figura 23

V$HIFF de Sitio Mutante de DNMT1 (97-113)

CAGATGCAGTTTCTCTATGTTACCtaggctggtctaaaactcctgggetcaagegatcctcccaccetggectcccaa

agtgctgggatgacaggcGTGAGCCTAGTGGTGC Ttaaaaaaggcaacaaaaaaccccccacacactgggtataga

agtggcatgggcectctatacactgtgagattctiggtactagctacaaattctgtgtatactcaagatittctagagtaggtgcaattaccee
gttttacagatgaggacacagaggctgagcegtagtgacccacctaaggtcgtatagccagcaaatagatggaggttggattggaac
tgaggactttactcaagggctctcacaaacccttgggggcttctegcetgctttatccccatcacacctgaaagaatgaatgaatgaatge
ctcgggcaccgtgcecaccteccagcaaaccgtggagcettggacgageccactgetecegegtggggggyagatgtgtgeecegecttge

gcatgegtgttcectgggeatggeeggcetecgttecatecttctgcacagggtategecteteteegtttggtacatecectecteeceecac

gcccggactggggtggtagacgcegectecgcteategecccteeccateggtttccgegegaaaagceeggggegcectgegcetgee

gcegeegegtcTGCTGAAGCCTCCGAGAT coggege

Cebadores Mutantes (Dlsenados con Cebador X)

Cebador Directo 5' GGATGACAGGCGTGAGCCTAGTGGTGCTTAAAAAAGGC 3'
Cebador Inverso 5 GCCTTTTTTAAGCACCACTAGGCTCACGCCTGTCATCC 3'
——

FE!e_mento de Respuesta a Hipoxia q Luc+ Gen

cacccACerecrect |

ll Mutagénesis Dirigida al Sitio

———sreaccc TAgTesTaCT |

Figura 24
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Promotor DNMT3b de Tipo Silvestre

GEECCEEEECTACAAGBEEAGTCGGCACCGCCCCCTCC CC acccactceegetgeeeegteeggece
gegeegcttectegeageagetgcteeeggeteegeggecGCAGCCCGCGTGGACG Ctecgagegecceecegacgga
cgggaccggcteectggeggtligggegagegggeggeaacgctgeccggeeggeagegctggggttaagtggeccaagTAAA

Cebador Directo con Xhol CTCGAGGGGCCGGGGCTACAAGGGGAGT
Cebador Inverso con il BAGEIIGCGCCGATCGCCGAGCTAGGTTTA

Verde = Cebador Directo sin Xhol
Cian = Cebador Inverso sin Hindlll (Ila secuencia es inversa y complementaria con respecto al cebador)
Rojo Texto = HRE

Amarillo y Negrita = Mutagénesis Dirigida al Sitio/Bases Cambiadas

Figura 25

VS$HIFF de Sitio Mutante de DNMT3b (108-124)

GGGCCEEEECTACAAGGBEGEAGTCGGCACCGCCCCCTCCCacccactceegetgeceegteeggece
gegecgcttectegeageagetgcteceggeteegeggecGCAGACCGAGTGGACG Cteegagegeeceecegacgga
cgggaccggctccqggogg% ggcgagegggeggeaacgetgeccggeeggeagegetggggttaagtggeccaagTAAA

Cebadores Mutantes (Diseﬁaddé con Cebador X)

Cebador Directo 5' GCTCCGCGGCCGCAGACCGAGTGGACGCTCCGAGC 3'
Cebador Inverso 5' GCTCGGAGCGTCCACTCGGTCTGCGGCCGCGGAGC 3'

Luc+ Gen

TSIL

Elemento de Respuesta a Hipoxia

_——_’-GCAGCCCGCGTGGACGC }

1 l Mutagénesis Dirigida al Sitio

—————lscacAcccAstesacac |

Figura 26
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