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DESCRIPCION
Composicion que comprende un antagomir encapsulado
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de las formulaciones farmacéuticas destinadas para la prevencion o el
tratamiento de trastornos cardiacos, incluyendo trastornos isquémicos cardiacos.

Antecedentes de la invencion

El infarto agudo de miocardio (IAM), también denominado infarto de miocardio y comdnmente conocido como un
ataque al corazon, representa un riesgo importante para la salud en la mayoria de los paises industrializados de todo
el mundo y sigue siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.

Generalmente, el IAM es causado por una carencia repentina y prolongada de circulacion sanguinea al tejido del
corazén que normalmente es el resultado de un estrechamiento u oclusiéon de una arteria coronaria. Sin el riego
sanguineo adecuado, el tejido se vuelve isquémico, lo que lleva a la muerte de los cardiomiocitos (células del
musculo cardiaco) y estructuras vasculares.

Ha habido muchos avances en el tratamiento del IAM en las dltimas décadas, principalmente con relacién a la
reperfusion coronaria conjuntamente con la terapia farmacolédgica. La terapia de reperfusion ha logrado cambiar la
progresion natural del IAM reduciendo el area infartada y mejorando la morbilidad y la mortalidad a corto plazo y a
largo plazo. Sin embargo, existen limitaciones sustanciales en el uso de las dos estrategias de reperfusion
disponibles en la actualidad: la fibrindlisis da como resultado un bajo grado de permeabilidad coronaria y la
angioplastia primaria no se puede aplicar frecuentemente durante las primeras horas de evolucién del IAM. Ademas,
en algunos pacientes cateterizados, ocurre el fendmeno de "no reflujo" o ausencia de reperfusion microvascular a
pesar del flujo epicardico normal, que da como resultado resultados funcionales adversos. Esto significa que la
terapia de reperfusion no ha prevenido la aparicién de remodelacién perjudicial del miocardio, un complejo proceso
de reparacion intrinseca de la formacién de cicatrices de colageno que da como resultado la dilataciéon ventricular,
disfuncion contractil y la posterior insuficiencia cardiaca. Su aparicion, en aproximadamente 30 % de los IAM, se ha
asociado principalmente a un mayor tamafo del infarto, obstruccion microvascular y reacciones de reparaciéon
desfavorables aun poco entendidas.

Puesto que la fibrosis reparativa y la recuperacion funcional de los tejidos isquémicos dependen del establecimiento
de redes que suministran sangre oxigenada, se han hecho esfuerzos para mejorar el lecho vascular mediante la
induccion de la neoangiogénesis en el area de cicatrizacion para lograr la conversién directa de las areas lesionadas
al tejido funcional in situ.

La induccion terapéutica de la angiogénesis podria atenuar la aparicién de este fenomeno. No obstante, los
resultados de varios afios de ensayos clinicos con factores proangiogénicos intravenosos han sido insatisfactorios.
Sin estar ligado por una teoria, se considera que una de las razones que explican este fracaso puede ser que la via
intravenosa puede no ser capaz de alcanzar y mantener una concentracion eficaz de farmaco en el tejido diana para
promover y mantener una red vascular funcional en condiciones cardiacas gravemente comprometidas.

A fin de abordar este problema y prevenir la insuficiencia cardiaca post-IAM, se inici6 en la Ultima década la
investigacion sobre la posibilidad de regenerar el muisculo cardiaco y los vasos. Los estudios iniciales que
administran las células progenitoras pluripotentes y que infunden factores de crecimiento vascular mostraron
resultados prometedores, pero la traduccién en el entorno clinico mostrd incapacidad de estas terapias para
regenerar la neovasculatura de una manera adecuada para permitir que se recupere el musculo cardiaco destruido.

Hoy en dia, la angiogénesis y la repoblacion del corazén dafado con la terapia celular, asi como los farmacos
especificos y la terapia de resincronizacién, pueden disminuir la progresion de este fenémeno, pero la prevencion de
su manifestacion sigue siendo un reto dudoso para la medicina cardiaca. Por tanto, se requieren novedosas
estrategias de tratamiento que prevengan la remodelacion ventricular izquierda adversa.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere al tratamiento de trastornos cardiacos, preferentemente isquémicos, administrando
una composiciéon que invierte o previene la remodelacién ventricular mediante la modulacion de la actividad o
expresion de microARN. Mas particularmente, la invencién proporciona una composicion que comprende un
inhibidor de un microARN involucrado en la angiogénesis, siendo dicho inhibidor incorporado preferentemente en un
nuevo vehiculo de administracion capaz de liberar el inhibidor localmente al tejido diana isquémico. Ademas, la
invencion proporciona un método de inversién o prevencion de la remodelacion ventricular y kits Utiles para dicho
método.

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende una cantidad eficaz de al menos un inhibidor de
un miARN involucrado en la angiogénesis y presentacién de una actividad antiangiogénica, o su precursor, en la que
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dicho inhibidor es un oligonucleétido antisentido que es complementario a dicho miARN, o su precursor, en el que
dicho inhibidor se microencapsula en microesferas poliméricas biodegradables y biocompatibles, en el que dichas
microesferas estan hechas de un copolimero seleccionado de entre poli-d,I-lactida (PLA) y poli-d,I-lactida-co-glicolida
(PLGA), combinandose dicho polimero opcionalmente con uno o varios de otros polimeros.

En algunas realizaciones de la composicion descrita anteriormente, dicho miARN se selecciona de la familia que
comprende miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y
miR-16-2), miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-
483, miR-34 (incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo
miR-15a y miR-15b).

En algunas realizaciones de la composicion descrita anteriormente, dicho inhibidor de un miARN es un
oligonucledtido de 8-49 nucledtidos de longitud que tiene una secuencia dirigida a dicho miARN, o su precursor. En
ciertas realizaciones, dicho oligonucleétido es un oligonucleétido antisentido que es al menos parcialmente
complementario a la secuencia del miARN diana, o su precursor. Dicho oligonucleétido antisentido se puede
seleccionar del grupo que consiste en un ribonucleétido, un desoxirribonucleétido, un ARN pequefio, un antagomir,
un LNA, un CDNA, un PNA, un oligonucleétido de morfolino o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones de la composicion descrita anteriormente, dicho inhibidor de un miARN consiste en un
antagomir, y preferentemente consiste en un antagomir que comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende al menos 16 nucleotidos contiguos complementarios a los nucleétidos de una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1 a 58 descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones de la composicion descrita anteriormente, dicho inhibidor de un miARN consiste en un
antagomir que comprende la secuencia SEQ ID NO. 59 o 60 y modificaciones que excluyen sustituciones de bases
de la misma, y fragmentos que consisten en subsecuencias de SEQ ID NO: 59 o 60 de al menos 8 nuclettidos
contiguos de la misma.

En algunas realizaciones de la composicién descrita anteriormente, dichas microesferas presentan un diametro que
no supera 25 um, que engloba microesferas que tienen un diametro comprendido entre 5y 20 um, preferencialmente
entre 5y 15 pm.

En algunas realizaciones de la composicion descrita anteriormente, dichas microesferas estdn hechas de un
polimero que consiste en poli-d,l-lactida (PLA), combinandose dicho polimero opcionalmente con uno o varios de
otros polimeros.

La presente invencién también se refiere a un método de inversion o prevencién de la remodelacion ventricular en un
sujeto en necesidad de la misma que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de una composicién
como se ha descrito anteriormente.

La presente invencidén también se refiere a una poblacién de microesferas biodegradables y biocompatibles para su
uso en el tratamiento o la prevencion de infarto de miocardio, en la que dichas microesferas:

- tienen un didametro promedio comprendido entre 5y 20 um, preferencialmente entre 5y 15 um;
- estan hechas de poli-d,I-lactida-co-glicolida (PLGA); poli-d,l-lactida (PLA) o una mezcla de las mismas;

- incorporan desde 1% hasta 15 % p/p de un agente terapéutico capaz de prevenir la remodelacion
ventricular,

en la que dicho agente terapéutico consiste en un inhibidor de un miARN seleccionado del grupo que consiste en
miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2),
miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34
(incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y
miR-15b) y mas preferencialmente miR-92a, o su precursor.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 ilustra la morfologia de microesferas de antagomir-92a - PLGA determinada por microscopia electrénica
de barrido;

la Figura 2 ilustra la distribucion de tamafios de las microesferas de antagomir-92a - PLGA determinada por
dispersion de la luz laser;

la Figura 3 ilustra los efectos en la hemodindmica y contractibilidad ventricular izquierda por inyecciones repetidas de
microesferas de hasta 120 mg;

la Figura 4 ilustra los efectos en la hemodindmica y contractibilidad ventricular izquierda por inyecciones repetidas de
microesferas de hasta 240 mg;
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la Figura 5 ilustra el protocolo del estudio del efecto molecular de una Unica inyeccién intracoronaria de microesferas
segun la invencion;

la Figura 6 ilustra la especificidad de la inhibicién de miR-92a por las microesferas segun la invencion;

la Figura 7 ilustra que antagomir-92a encapsulado induce angiogénesis en tejido infartado. La densidad vascular en
la zona infartada, calculada dividiendo el nimero total de vasos entre el area infartada total. N=20. * P<0,01;

Figura 8: Medicién indirecta. indice de resistencia microvascular basal y minimo medido un mes después del IAM, en
la arteria relacionada con el infarto de minicerdos tratados con antagomir-92a encapsulado, placebo o solucion
salina. (a) Se calculd el indice de resistencia microvascular basal (IRM) multiplicando la presién (mmHg) evaluada
con un alambre de presion situado en la LAD apical (Pd) y se cuantificé el flujo coronario (ml/min) por un sensor
situado en el segmento distal de LAD. Se calculé el indice de resistencia microvascular minimo (IRMhip) con los
mismos parametros medidos en hiperemia méxima alcanzada con infusion intravenosa de 140 micro/kg/min de
adenosina administrada a través de la camisa 12F de la vena femoral. n= 12 * p<0,01 ** p=0,05 (b) Correlacién entre
el nimero total de vasos en el area necrética e IRM. R? 0,41, p=0,02, n=12. (c) Correlacion entre el nimero total de
vasos en el area necroética e IRM minimo. R? 0,27, p=0,08, n=12;

Figura 9: Medicién directa. Resistencia microcirculatoria inicial y verdadera medida un mes después del IAM en la
arteria relacionada con el infarto de minicerdos tratados y no tratados con antagomir-92a encapsulado. (a) Se calculé
la resistencia microcirculatoria inicial (RM inicial) dividiendo la presién (mmHg) evaluada con un hilo de presion
situado en la LAD apical (Pd) por flujo coronario (ml/min) cuantificado por un sensor situado en el segmento distal de
la LAD. La RM inicial fue significativamente mas baja en el grupo tratado en comparacién con los controles
(7,47 £ 1,33 frente a 19,62 + 2,98, p=0,005). n=13. Se calcul6 la resistencia microcirculatoria verdadera (RMV (hip))
midiendo los mismos parametros durante la hiperemia maxima alcanzada con infusién intravenosa de 140
micro/kg/min de adenosina administrada a través de la camisa 12F de la vena femoral. Se observé RMV (hip)
significativamente mas baja en el grupo tratado en comparacién con los controles (5,0 + 1,15 frente a 14,49 £+ 2,4, p=
0,006). n= 13 (b) Correlacion entre la densidad vascular en toda el area necrdtica y RM inicial. R?=0,35, P=0,033,
n=13. (c) Correlacion entre la densidad vascular en toda el rea necrética y RMV (hip). R?=0,31, P=0,047. n=13.

Figura 10: Un mes después del IAM, se evalud la presencia de discinesia septoapical por un ecocardiégrafo
desconocedor del tratamiento asignado. Se muestra el porcentaje de animales con discinesia septoapical en los
animales tratados y no tratados (83,3 % frente a 16,7 %, p=0,03). n=20.

Figura 11: Evaluacion de los efectos de antagomir 92a encapsulado y antagomir 92a no encapsulado en la expresion
de miR92a in vitro.

Figura 12: Efecto de los antagomires 17 y 20a encapsulados sobre sus miARN respectivos.
Descripcion detallada de la invencion

A continuaciéon se dan algunas definiciones que son relevantes en lo que respecta a la descripcion de todas las
realizaciones que estan englobadas por la presente invencion.

MicroARN (miR) son ARN no codificantes pequefios que estan surgiendo como reguladores cruciales de los
procesos biolégicos.

"MicroARN", "miARN" o "miR" significa un ARN no codificante de aproximadamente 18 a aproximadamente 25
nucleétidos de longitud. Estos miR podrian provenir de multiples origenes que incluyen: un gen individual que
codifica un miARN, de intrones de gen codificante de proteina, o de transcrito policistronico que frecuentemente
codifica multiples microARN estrechamente relacionados.

El actual conocimiento muestra que los miARN se transcriben por ARN polimerasa Il (pol 1) o ARN polimerasa |l
(pol IlI) y surgen de transcritos iniciales, denominados transcritos de miARN primarios (pri-miARN), que
generalmente tienen varios miles de bases de longitud. Los pri-miARN se procesan en el niucleo por la RNasa
Drosha en precursores con firma de horquilla de aproximadamente 70 a 100 nucleétidos (pre-miARN). Tras el
transporte al citoplasma, el pre-miARN de horquilla se procesa adicionalmente por Dicer para producir un microARN
bicatenario; una de las cadenas, el denominado microARN maduro (algunas veces se pueden usar ambas cadenas),
se incorpora entonces en el complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC), donde se asocia con su ARNm
diana por complementariedad de pares de bases. En los casos relativamente raros en los que una base de miARN
se aparea perfectamente con una diana de ARN mensajero (ARNm), se promueve la degradacién de ARNm. Mas
comunmente, los microARN forman heteroduplex imperfectos con ARNm diana, que o bien afectan la estabilidad del
ARNm o bien inhiben la traduccién de ARNm.

"Secuencia de tallo-bucle" significa un ARN que tiene una estructura de horquilla y que contiene una secuencia de
microARN madura. Se pueden solapar las secuencias de pre-miARN vy las secuencias de tallo-bucle. Ejemplos de
secuencias de tallo-bucle se encuentran en la base de datos de microARN conocida como miRBase.
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"Precursor de microARN" significa un transcrito que se origina de un ADN gendmico y que comprende un ARN
estructurado no codificante que comprende una o mas secuencias de microARN. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, un precursor de microARN es un pre-miARN. En ciertas realizaciones, un precursor de microARn es
un pri-miARN.

La siguiente memoria descriptiva seguira el sistema de nomenclatura estandar, refiriéndose "mir-X" en minusculas al
pre-miARN, mientras que "miR-X" en mayusculas se refiere a la forma madura. Cuando se originan dos microARN
maduros de brazos opuestos del mismo pre-miARN, se indican con un sufijo -3p o -5p. Cuando se conocen los
niveles de expresion relativos, un asterisco tras el nombre indica un microARN expresado a bajos niveles con
respecto al microARN en el brazo opuesto de una horquilla.

En la siguiente memoria descriptiva, a menos que se especifique de otro modo, el uso de la expresién miR-X se
refiere al mMiARN maduro, que incluye tanto las formas -3p como -5p, si las hay.

Para evitar dudas, en la presente memoria descriptiva, las expresiones microARN, miARN y miR designan el mismo
producto.

En el contexto de la presente invencién, es un objetivo modular la angiogénesis o procesos angiogénicos con, como
consecuencia, un enfoque particular en el microARN involucrado en la angiogénesis. Asi, es un objetivo de la
invencion modular al menos un microARN que pertenece a una familia de microARN involucrada en la modulacién
de la angiogénesis.

Por la expresion "familia de microARN" se prevé un grupo de microARN con una funcién relacionada que consiste en
la modulacion de la angiogénesis o procesos angiogénicos. Mas particularmente, sin limitacion, dichos microARN se
seleccionan del grupo que consiste en microARN que presentan una actividad antiangiogénica.

Mas particularmente, sin limitacion, dichos microARN se seleccionan del grupo que consiste en miR-92 (incluyendo
miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo
miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a,
miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o sus
precursores. Como sera obvio para el experto en la técnica, cualquier miARN que tenga propiedades de modulacién,
preferencialmente antagonistas, sobre la angiogénesis se debe considerar parte de esta familia de microARN.

Para evitar dudas, la expresion microARN en la siguiente memoria descriptiva, a menos que se indique lo contrario,
se debe referir al ARN maduro o procesado después de que se hay escindido de su precursor. Para las formas no
maduras, se usara la expresion "precursores" o "precursores de microARN".

La siguiente Tabla 1 reagrupa las diferentes secuencias de los precursores de microARN englobados por la presente
memoria descriptiva.

Tabla 1

SEQ ID NO: Nombre Secuencia

1 mir-92a-1 CUUUCUACACAGGUUGGGAUCGGUUG CAAUGCUGUGUUUCUGUAUGGUAUUC
CACUUGUCCCGGCCUGUUGAGUUUGE

2 mir-92a-2 UCAUCCCUGGGUGGGGATUUGUUGCAUUACUUGUGUUCUAUAUAAAGUAUUG
CACUUGUCCCGGCCUGUGGAAGA

3 mir-92b CGGGCCCCOGGCGEGCGEGAGGGACGGGACGCGGUGCAGUGUUGUUTTULCT
CCCECCARUAUUGCACUCGUCCCGGCCUCCGGLCCCCCCGRCCC

4 mir-17 GUCAGAAUARUGUCABLEGUGCUUACAGUGCAGGUAGUGAUAUGUGC AUCTUAC
UGCAGUCAAGGCACUUGUAGCAUUAUGGUGAC

5 mir-503 UGCCCUAGCAGCGGGARCAGUUCUGCAGUGAGCCAUCGGUGCICUGGGGUAT
UGUUUCCGCUGCCAGEGUA

6 mir-16-1 GUCAGCAGUGCCUUAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUARAAUUA
UCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGARGUARGGUUGAC

7 mir-16-2 GUUCCACUCUAGCAGCACGUARARUAUUGGCGUAGUGARAUAUAUAUUARACA
CCAAUAUUACUGUGCUGCUUUAGUGUGAC

8 mir-374a UACAUCGGCCAUUAUAAUACARCCUGAUAAGUGUUAUAGCACUUAUCAGAUU
GUAUUGUAAUUGUCUGUGUA
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SEQ ID NO: Nombre Secuencia

9 mir-374b ACUCGGAUGGAUAUAAUACAACCUGCUAAGUGUCCUAGCACUUAGCAGGUUG
UAUUAUCAUUGUCCGUGUCU

10 mir-374c ACACGGACAAUGAUAAUACAACCUGCUAAGUGCUAGGACACUUAGCAGGUUG
UAUUAUAUCCAUCCGAGU

11 mir-24-1 CUCCGGUGCCUACUGAGCUGAUAUCAGUUCUCAUUUUACACACUGGCUCAGU
UCAGCAGGAACAGGAG

12 mir-24-2 CUCUGCCUCCCGUGCCUACUGAGCUGAAACACAGUUGGUUUGUGUACAC UGS
CUCAGUUCAGCAGGAACAGGG

13 mir-483 GAGGGGGAAGACGGGAGGARAGAAGGGAGUGGUUCCAUCACGCCUCCUCACU
cCucuccuccceucuucuccucuc

14 mir-34a GGCCAGCUGUGAGUGUUUCUUUGGECAGUGUCUUAGCUGGUUGUUGUGAGCAA
UAGUAAGGAAGCAAUCAGCAAGUAUACUGCCCUAGARGUGCUGCACGUUGUG
lelelelalols:

15 mir-34b GUGCUCGGUUUGUAGGCAGUGUCAUUAGCUGAUUGUACUGUGGUGGUUACAA
UCACUAACUCCACUGCCAUCAAAACAAGGCAC

16 mir-34c AGUCUAGUUACUAGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGCURAUAGUACCARUCACY
AACCACACGGCCAGGUAAAAAGAUU

17 mir-20a GUAGCACUARAGUGCUUAUAGUGCAGGUAGUGUUUAGUUAUCUACUGCAUUA
UGAGCACUUAAAGUACUGT

18 mir-20b AGUACCAAAGUGCUCAUAGUGCAGCUAGUUUUGGCAUGACUCUACUGUAGUA
UGGGCACUUCCAGUACU

19 mir-15a CCUUGGAGUAAAGUAGCAGCACAUAAUGGUUUGUGGAUUUUGARAAGGUGCA
GGCCAUAUUGUGCUGCCUCAAARAUACAAGG

20 mir-15b UUGAGGCCUUARAGUACUGUAGCAGC ACAUCAUGGUUUACAUGCUACAGUCA
AGAUGCGAAUCAUUAUUUGCUGCUCUAGAAAUNUAAGGAAAUUCAU

La siguiente Tabla 2 indica, para cada microARN, las secuencias del microARN vy los restos correspondientes en las
secuencias de precursor correspondientes (véase la Tabla 1).

Tabla 2
SEQID NO: | Nombre Secuencia Restos del precursor

21 miR-92a-3p uauugcacuugucccggecugu 48-69
22 miR-92a-1-5p | agguugggaucgguugcaaugcu 11-33
23 miR-92a-2-5p | ggguggggauuuguugcauuac 9-30

24 miR-92b-3p uauugcacucgucccggecuce 61-82
25 miR-92b-5p agggacgggacgcggugcagug 20-41
26 miR-17-3p acugcagugaaggcacuuguag 51-72
27 miR-17-5p caaagugcuuacagugcagguag 14-36
28 miR-503-3p gggguauuguuuccgecugcecagg 46-68
29 miR-503-5p uagcagcgggaacaguucugcag 6-28

30 miR-16-1-3p ccaguauuaacugugcugcuga 56-77
31 miR-16-2-3p ccaauauuacugugcugcuuua 53-74
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SEQID NO: | Nombre Secuencia Restos del precursor
32 miR-16-5p uagcagcacguaaauauuggcg ;;1-35 (para miR-16-1) o 10-31 (para miR-16-
33 miR-374a-3p cuuaucagauuguauuguaauu 42-63
34 miR-374a-5p uuauaauacaaccugauaagug 12-33
35 miR-374b-3p cuuagcagguuguauuaucauu 41-62
36 miR-374-5p auauaauacaaccugcuaagug 11-32
37 miR-374¢-3p cacuuagcagguuguauuauau 39-60
38 miR-374¢-5p auaauacaaccugcuaagugcu 13-34
39 miR-24-1-3p uggcucaguucagcaggaacag 44-65
40 miR-24-1-5p ugccuacugagcugauaucagu 7-28
41 miR-24-2-3p uggcucaguucagcaggaacag 50-71
42 miR-24-2-5p ugccuacugagcugaaacacag 13-34
43 miR-483-3p ucacuccucuccucccgucuu 48-68
44 miR-483-5p aagacgggaggaaagaagggag 8-29
45 miR-34a-3p caaucagcaaguauacugcccu 64-85
46 miR-34a-5p uggcagugucuuagcugguugu 22-43
47 miR-34b-3p caaucacuaacuccacugccau 50-71
48 miR-34b-5p uaggcagugucauuagcugauug 13-35
49 miR-34c-3p aaucacuaaccacacggccagg 46-67
50 miR-34c-5p aggcaguguaguuagcugauugc 13-35
51 miR-20a-3p acugcauuaugagcacuuaaag 44-65
52 miR-20a-5p uaaagugcuuauagugcagguag 8-30
53 miR-20b-3p acuguaguaugggcacuuccag 44-65
54 miR-20b-5p caaagugcucauagugcagguag 6-28
55 miR-15a-3p caggccauauugugcugccuca 51-72
56 miR-15a-5p uagcagcacauaaugguuugug 14-35
57 miR-15b-3p cgaaucauuauuugcugcucua 58-79
58 miR-15b-5p uagcagcacaucaugguuuaca 20-41

A menos que se indique lo contrario, secuencias de precursor y de microARN a las que se hace referencia en la
solicitud son secuencias humanas. Sin embargo, en algunos casos, las secuencias de microARN humanas son
homélogas a secuencias de microARN de otras especies.

Como un ejemplo, se puede mencionar aqui que miR-92a humano es homdélogo a miR de otras especies. Mas
particularmente, miR-92a humano es homologo a miR de dme (Drosophila melanogaster), mmu (Mus musculus), rno
(Rattus norvegicus), dps (Drosophila pseudoobscura), aga (Anopheles gambiae), dre (Danio rerio), mml (Macaca
mulatta), xtr (Xenopus tropicasalis), ame (Apis mellifera), odi (Oikopleura dioica), cin (Ciona intestinalis), csa (Ciona
savignyi), cfa (Canis familiaris) y cerdo o ssc (Sus scrofa).
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Basandose en su conocimiento general, el experto en la técnica encontrara facilmente la homologia entre otras
secuencias de microARN humanas y secuencias de microARN de otras especies.

Las secuencias de nucleotidos de microARN maduros y sus secuencias de tallo-bucle correspondientes descritas en
el presente documento son las secuencias encontradas en miRBase, una base de datos que se puede buscar en
linea de secuencias y anotacion de microARN. Las entradas en la base de datos de secuencias miRBase
representan una porcién de horquilla predicha de un transcrito de microARN (el tallo-bucle), con informacién sobre la
localizacién y secuencia de la secuencia de microARN madura. Las secuencias de tallo-bucle de microARN en la
base de datos no son estrictamente miARN de precursor (pre-miARN), y en algunos casos pueden incluir el pre-
miARN y alguna secuencia flanqueante del supuesto transcrito primario.

Asi, es un objetivo de la presente invencion proporcionar composiciones para el tratamiento o la prevencién de la
remodelacion ventricular después del IAM que comprende un inhibidor de microARN, o una combinaciéon de
inhibidores de varios microARN, involucrado en diferentes reacciones que gobiernan la fisiologia de la angiogénesis,
0 Sus precursores.

Sin embargo, en la mayoria de los estudios publicados, se usa la via intravenosa para administrar inhibidores de
microARN en animales. La manipulacién del microARN involucrado en la regulacion de la expresion de genes
vasculares representa una novedosa diana terapéutica en la enfermedad isquémica. Dentro del sector biomédico, ha
habido un aumento exponencial en la investigacion sobre la administracion de moduladores de ARN, especialmente
disefados para inhibir una secuencia de ARN particular.

Dimmeler et al. han mostrado mejora en la contractilidad y recuperacion de la funcién ventricular izquierda después
de la inhibicién de miR-92a por el inhibidor de microARN especifico administrado por via sistémica. Puesto que la
agrupacion policistrénica 17-92a de microARN se ha asociado a tumorigénesis y debido a la ubicuidad de tipo celular
de microARN, la administracion intravenosa en inyecciones repetitivas de miR o anti-miR plantea problemas en
cuanto a la seguridad.

Debido al hecho de que los microARN controlan procesos complejos y estan presentes en diversas vias celulares,
es altamente probable que también desencadenen efectos secundarios significativos. Un problema, entre otros, es
actualmente que los tratamientos con inhibidores de miARN no son selectivos.

Ademas, dada la ubicuidad y la baja especificidad por 6rgano de estas moléculas, la administracion sistémica podria
conducir a funciones reguladoras del ejercicio en tejidos donde estos miARN tienen diferentes funciones especificas
de célula o donde no se expresan normalmente. Esta regulacion errénea conduciria probablemente a desencadenar
efectos secundarios. Entre los posibles riesgos, la tumorigénesis asociada con la manipulacién de microARN sigue
siendo uno de los problemas principales cuando se aplica esta terapia a la patologia humana. Ademas, con el fin de
obtener una concentracion sostenida adecuada en las células diana, los inhibidores de microARN se deben inyectar
repetidamente a dosis muy altas. Aunque la experimentacién en animales pequefios en condiciones controladas
tiene limitaciones menores, la transposicion a los seres humanos presupone obstaculos a la bioseguridad, asi como
impedimentos logisticos y econémicos.

Con el fin de resolver estos problemas y permitir que este nuevo enfoque terapéutico se transfiera a los pacientes,
se considera generar un vehiculo de suministro para transportar inhibidores de microARN y liberarlos directamente
sobre el érgano diana. Un vehiculo apropiado dirigiria el inhibidor de microARN directamente al tejido enfermo,
permitiendo asi una reduccion en la dosificacion, para evitar la administracién de inyecciones repetidas y minimizar
los efectos biolégicos posiblemente no deseables a otros érganos.

El objetivo es, por tanto, mejorar la selectividad con el fin de evitar los efectos secundarios de estos tratamientos por
medio de liberacion de los inhibidores de microARN solo en el tejido diana. Este problema se resuelve, segun la
invencion, por microencapsulaciéon de los inhibidores de microARN en microesferas biodegradables y
biocompatibles.

Asi, es un objetivo de la presente invencion proporcionar composiciones para el tratamiento o la prevencién de la
remodelacion ventricular después de IAM que comprenden al menos un inhibidor microencapsulado de un microARN
que pertenece a la familia de microARN relacionada con la modulacién de la angiogénesis, familia de microARN que
comprende, sin limitacion, miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16
(incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-
24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-
20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o su precursor.

Por la microencapsulacion de los inhibidores de microARN en microesferas, se facilita la administracion intrarterial
después de la angioplastia transluminal, de manera que las microesferas se administran y solo se retienen en los
microvasos, también denominados capilares, del area dafada; de esta forma, los inhibidores de microARN
encapsulados se pueden liberar localmente.

La inyeccion intracoronaria a través de la arteria responsable del IAM permite la retencién de las microesferas en la
microcirculacion coronaria y la liberacion sostenida de los inhibidores de microARN directamente en el tejido
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isquémico diana. Los inhibidores de microARN inducen la neoangiogénesis, que potencia la recuperacion funcional
de la contractilidad del tejido dafiado, asi como la favorable remodelacién post-infarto.

Inesperadamente, se muestra en el presente documento que, cuando se microencapsula en microesferas
apropiadas, un inhibidor de microARN y especialmente un inhibidor de un microARN que pertenece a la familia de
microARN relacionada con la modulacion de angiogénesis, dicho microARN se libera satisfactoriamente al area
dafnada del miocardio para bloquear la actividad biolégica del microARN diana. Como se muestra en los ejemplos en
el presente documento, la administracion, por via intracoronaria selectiva, de un inhibidor de microARN dado, es
decir, como ejemplo no limitante un inhibidor de miR-92a, que se microencapsula en microesferas poliméricas
biodegradables y biocompatibles a individuos que han sufrido un infarto de miocardio, conduce a la recuperacion de
la funcién miocardica.

Por tanto, las microesferas retenidas en la microcirculacién permiten la liberacion sostenida del inhibidor de
microARN directamente al tejido isquémico diana. El efecto sostenido de los inhibidores de microARN (también
conocido como regulacion por disminucion) del microARN dirigido produjo un significativo crecimiento de vasos y la
supresion de la remodelacién adversa en el area de curacion un mes después de la lesién.

Como se muestra en los ejemplos en el presente documento, se ha demostrado que la aparicién de la remodelacién
ventricular adversa se puede prevenir induciendo vasculogénesis a través de la inhibicion local y sostenida de un
microARN que pertenece a la familia de microARN relacionada con la modulacion de la angiogénesis por inhibidor
de microARN apropiado encapsulado administrado en la arteria relacionada infartada. Esto representa un nuevo
método de administracion que facilitard la siguiente traduccion de seguridad de la terapia de modulacién génica a
pacientes que sufren un infarto agudo de miocardio.

Estos resultados muestran claramente que una composicion que comprende un inhibidor de microARN que
pertenece a la familia de microARN relacionada con la modulaciéon de angiogénesis, tal como miR-92 (incluyendo
miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo
miR-374a, miR-374b y miR-374c¢), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a,
miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o su
precursor, como se desvela en el presente documento, permite una liberacién local eficaz de dicho inhibidor en
cantidades terapéuticamente eficaces y a tasas de liberacion terapéuticamente eficaces.

En un primer aspecto, la invencion se refiere a una composicién que comprende una cantidad eficaz de al menos un
inhibidor de un microARN involucrado en la angiogénesis y la presentacion de una actividad antiangiogénica, o su
precursor, en el que dicho inhibidor es un oligonucleétido antisentido que es complementario a dicho miARN, o su
precursor, en el que dicho inhibidor se microencapsula en microesferas poliméricas biodegradables y
biocompatibles, en el que dichas microesferas estan hechas de un copolimero seleccionado de entre poli-d,|-lactida
(PLA) y poli-d,l-lactida-co-glicolida (PLGA), combinandose dicho polimero opcionalmente con uno o varios de otros
polimeros.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende una cantidad eficaz de al menos un
inhibidor de un microARN seleccionado de la familia que comprende miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y
miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y
miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c),
miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o su precursor, en el que dicho
inhibidor es un oligonucleétido antisentido que es complementario a dicho miARN, o su precursor, en el que dicho
inhibidor se microencapsula en microesferas poliméricas biodegradables y biocompatibles, en el que dichas
microesferas estan hechas de un copolimero seleccionado de entre poli-d,l-lactida (PLA) y poli-d,I-lactida-co-glicolida
(PLGA), combinandose dicho polimero opcionalmente con uno o varios de otros polimeros.

En otro aspecto adicional de la invencion, la invencion se refiere a una composicién que comprende una cantidad
eficaz de al menos un inhibidor de miR-92a, o su precursor, en el que dicho inhibidor se microencapsula en
microesferas poliméricas biodegradables y biocompatibles.

Por la expresién "microesferas"”, se debe entender particulas esféricas de tamafo desde 1 um hasta algunos cientos
de um. La expresion "microparticulas" incluye tanto "microesferas" como "microcapsulas”. En la presente memoria
descriptiva se usa la expresion "microesferas”, pero se debe entender que, cuando es posible la sustitucion con una
"microcapsula" y de interés segun el experto en la técnica, es equivalente el uso de "microesferas" y
"microcapsulas”.

Por la expresion "encapsulado” o "microencapsulado” se debe entender encerrado o incorporado en particulas para
la proteccién o para liberacién modificada.

En otras palabras, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de al

menos un inhibidor de un microARN involucrado en la angiogénesis, seleccionandose preferentemente dicho

inhibidor de un microARN del grupo que comprende, o alternativamente que consiste en, miR-92 (incluyendo miR-

92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo

miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a,
9
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miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o su
precursor, en el que dicho inhibidor es un oligonucleétido antisentido que es complementario a dicho miARN, o su
precursor, microencapsulado en microesferas biodegradables y biocompatibles, en el que dichas microesferas estan
hechas de un copolimero seleccionado de entre poli-d,I-lactida (PLA) y poli-d,l-lactida-co-glicolida (PLGA),
combinandose dicho polimero opcionalmente con uno o varios de otros polimeros.

En otras palabras, la invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de al
menos un inhibidor de miR-92a, o su precursor, en el que dicho inhibidor es un oligonucleétido antisentido que es
complementario a dicho miARN, o su precursor, microencapsulado en microesferas biodegradables y
biocompatibles, en el que dichas microesferas estan hechas de un copolimero seleccionado de entre poli-d,|-lactida
(PLA) y poli-d,l-lactida-co-glicolida (PLGA), combinandose dicho polimero opcionalmente con uno o varios de otros
polimeros.

"Composicién farmacéutica" significa una mezcla de sustancias adecuadas para administracion a un individuo que
incluye un agente farmacéutico. Por ejemplo, una composicién farmacéutica puede comprender un inhibidor de
miARN y una disolucién acuosa estéril.

En una realizacion de la composicion de la invencion, dicho miARN involucrado en la angiogénesis consiste en un
miARN maduro.

En una realizacién de la composicion de la invencion, dicho microARN consiste en la forma madura de:

a) miR-92a que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 21, 22 0 23
0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucle6tidos con una de SEQ ID NO. 21, 22 o0 23;

b) miR-92b que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 24 0 25 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 24 o 25;

c) miR-17 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 26 0 27 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 26 o 27;

d) miR-503 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 28 0 29 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 28 o 29;

e) miR-16 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 30, 31 o0 32
0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 30, 31 o0 32;

f) miR-374 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 33, 34, 35,
36, 37 0 38 o0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO.
33, 34, 35, 36, 37 0 38;

g) miR-24 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 39, 40, 41 o
42 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleé6tidos con una de SEQ ID NO. 39, 40,
41 0 42;

h) miR-483 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 43 0 44 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 43 o 44;

i) miR-34 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 45, 46, 47,
48, 49 o0 50 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO.
45, 46, 47, 48, 49 0 50;

j) miR-20 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 51, 52, 53 o
54 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleé6tidos con una de SEQ ID NO. 51, 52,
53 054;y

k) miR-15 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 55, 56, 57 o
58 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleé6tidos con una de SEQ ID NO. 55, 56,
57 0 58.

En otra realizacion de la composicion de la invencién, dicho miR-92a consiste en el miR-92a maduro que comprende
la secuencia SEQ ID NO. 21 o una secuencia que tiene al menos 90 %, preferentemente 95 %, de identidad de
nucleétidos con SEQ ID NO. 21.

En otra realizacion de la composicion de la invencién, dicho miR-92a consiste en el miR-92a maduro que comprende

la secuencia SEQ ID NO. 22 o una secuencia que tiene al menos 90 %, preferentemente 95 %, de identidad de
nucledtidos con SEQ ID NO. 22.
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En otra realizacion de la composicion de la invencién, dicho miR-92a consiste en el miR-92a maduro que comprende
la secuencia SEQ ID NO. 23 o una secuencia que tiene al menos 90 %, preferentemente 95 %, de identidad de
nucleétidos con SEQ ID NO. 283.

En el sentido de la presente invencion, el "porcentaje de identidad" entre dos secuencias de acidos nucleicos
significa el porcentaje de restos de nucleétidos idénticos entre las dos secuencias a comparar, obtenido después del
alineamiento o6ptimo, siendo este porcentaje puramente estadistico y estando las diferencias entre las dos
secuencias distribuidas al azar a lo largo de su longitud. La comparacién de las dos secuencias de &acidos nucleicos
se lleva a cabo tradicionalmente comparando las secuencias después de haberlas alineado éptimamente, siendo
dicha comparacion capaz de ser realizada por segmento o usando una "ventana de alineamiento". El alineamiento
optimo de las secuencias para la comparacion se puede llevar a cabo, ademas de la comparaciéon a mano, por
medio del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1981), por medio del algoritmo de homologia local de
Needleman y Wunsch (1970, por medio del método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman (1988) o por
medio de software informatico usando estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI, o por el software de comparacién
BLAST NR o BLAST P).

El porcentaje de identidad entre dos secuencias de acidos nucleicos se determina comparando las dos secuencias
Optimamente alineadas en las que la secuencia de &cidos nucleicos a comparar puede tener adiciones o deleciones
en comparacion con la secuencia de referencia para el alineamiento éptimo entre las dos secuencias. El porcentaje
de identidad se calcula determinando el nimero de posiciones en las que el resto de nucle6tido es idéntico entre las
dos secuencias, preferentemente entre las dos secuencias completas, dividiendo el nimero de posiciones idénticas
entre el nimero total de posiciones en la ventana de alineamiento y multiplicando el resultado por 100 para obtener
el porcentaje de identidad entre las dos secuencias.

Como se prevé en el presente documento, las secuencias de nucleétidos que tienen al menos 90 % de identidad de
nucleétidos con una secuencia de referencia engloban aquellas que tienen al menos 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % y 99 % de identidad de nucledtidos con dicha secuencia de referencia.

En una realizacion de la composicion de la invencion, dicho miARN involucrado en la angiogénesis consiste en un
precursor de microARN.

En una realizacion de la invencién, dicho precursor de microARN involucrado en la angiogénesis consiste en:

a) mir-92a-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 1, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 1;

b) mir-92a-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 2, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 2;

c) mir-92b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 3, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 3;

d) mir-17 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 4 o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 4;

e) mir-503 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 5 o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 5;

f) mir-16-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 6, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 6;y

g) mir-16-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 7, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 7;

h) mir-374a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 8, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 8;

i) mir-374b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 9, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 9;

j) mir-374c que comprende la secuencia SEQ ID NO. 10, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 10;

k) mir-24-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 11, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 11;

[) mir-24-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 12, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 12;
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m) mir-483 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 13, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 13;

n) mir-34a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 14, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 14;

0) mir-34b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 15, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 15;

p) mir-34c que comprende la secuencia SEQ ID NO. 16, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 16;

) mir-20a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 17, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 17;

r) mir-20b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 18, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 18;

s) mir-15a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 19, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 19,y

t) mir-15b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 20, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 20.

En términos generales, un inhibidor es una molécula que reprime o previene que otra molécula participe en una
reaccion.

Como se usa en el presente documento, el término "inhibidor de miR-X, o mir-X" se refiere a cualquier molécula o
compuesto que disminuya o reduzca la expresién y/o actividad de miR-X, o mir-X, o al menos un precursor. Esta
inhibicion debe prevenir, como consecuencia, la inhibicion de la neo-angiogénesis, es decir, promover la
neoangiogénesis para prevenir la remodelacion adversa de musculo cardiaco después del infarto.

En una realizacion de la invencion, dicho inhibidor de un microARN dado involucrado en la angiogénesis es un
oligonucledtido de 8-49 nucledtidos de longitud que tiene una secuencia dirigida a dicho microARN dado, siendo
dicho microARN seleccionado preferentemente del grupo que comprende miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2
y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b
y miR-374c¢), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c),
miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), 5 miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o su precursor.

En otra realizacion, dicho inhibidor de miR-92a es un oligonucleétido de 8-49 nucleétidos de longitud que tiene una
secuencia dirigida a dicho miR-92a.

La expresion "dirigido a" significa que tiene una secuencia de nucleétidos que permitird la hibridacion con un acido
nucleico diana para inducir un efecto deseado. En ciertas realizaciones, un efecto deseado es la reduccién y/o la
inhibicién de un acido nucleico diana.

"Hibridar" significa la hibridacion de &cidos nucleicos complementarios que ocurre mediante "complementariedad de
nucleétidos”, es decir, la capacidad de dos nucleétidos para emparejarse no covalentemente mediante enlace de
hidrégeno.

En algunas realizaciones, los oligonucleétidos del inhibidor de miARN tienen 8 a 49 nuclettidos de longitud.

Un experto habitual en la materia apreciara que esto integra oligonucleétidos de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48
0 49 nucleétidos de longitud, o cualquier intervalo intermedio. En algunas realizaciones, los oligonucleétidos segun la
invencion tienen 10 a 20 nucledtidos de longitud. Un experto habitual en la materia apreciar4d que esto integra
oligonucledtidos de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20 nucledtidos de longitud, o cualquier intervalo
intermedio.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido tiene una secuencia que es complementaria a un miARN o su precursor.

En una realizacion de la composicion de la invencion, dicho oligonucleétido es un oligonucleétido antisentido que es
al menos parcialmente complementario a la secuencia del miARN diana involucrado en la angiogénesis, siendo
dicho miARN diana preferencialmente seleccionado de miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-
17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b ) y miR-374c),
miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20
(incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b), o su precursor.
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En otra realizacién de la composicién de la invencién, dicho oligonucleétido es un oligonucleétido antisentido que es
al menos parcialmente complementario a la secuencia de miR-92a.

La expresién "oligonucleétido antisentido” se refiere a un oligonucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos
complementaria a una secuencia de nucleétidos especifica (denominada una secuencia sentido) y capaz de
hibridarse con la secuencia sentido.

"Complementariedad" significa la capacidad de apareamiento de nucleétidos entre un primer acido nucleico y un
segundo acido nucleico.

En ciertas realizaciones, un oligonucleétido antisentido tiene una secuencia de nucleétidos que es complementaria a
un microARN o su precursor, que significa que la secuencia del oligonucleétido antisentido es al menos 60 %, 65 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica al complemento de un microARN o su precursor, 0
que las dos secuencias se hibridan en condiciones de hibridacion rigurosas. Por consiguiente, en ciertas
realizaciones, la secuencia de nucleotidos del oligonucleétido antisentido puede tener uno o mas pares de bases
desapareados con respecto a su microARN diana o secuencia precursora, y es capaz de hibridarse con su
secuencia diana. En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido tiene una secuencia que es completamente
complementaria a un microARN o su precursor, que significa que la secuencia de nucleétidos del oligonucleétido
antisentido es 100 % idéntica al complemento de un microARN o su precursor.

En el contexto de la presente invencidn, "complementario” significa un oligonucleétido antisentido que tiene una
secuencia de nucleétidos que es al menos 60 %, al menos 65 %, al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80 %, al
menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 97 %, al menos 98 % al menos 99 %, o 100 %, idéntica al
complemento de la secuencia de nucleétidos de miR-92a, o su precursor, a lo largo de una regién de 8, 9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48 o 49 nucledtidos, o que las dos secuencias se hibridan en condiciones de hibridaciéon
rigurosas.

"Porcentaje de complementariedad" significa el numero de nucledtidos complementarios en un acido nucleico
dividido entre la longitud del acido nucleico. En ciertas realizaciones, el porcentaje de complementariedad de un
oligonucledtido significa el nimero de nucleétidos que son complementarios al acido nucleico diana, dividido entre la
longitud del oligonucleétido.

En una realizacion, la secuencia de oligonucleétidos antisentido es "completamente complementaria” a la secuencia
del microARN diana involucrado en la angiogénesis, preferencialmente seleccionado del grupo que comprende miR-
92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-
374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34
(incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y
miR-15b), y mas preferencialmente miR-92a, o sus precursores, que significa que cada nucleétido del
oligonucledtido antisentido es capaz de aparearse con un nucleétido en cada posicion correspondiente en el
microARN diana o su precursor.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido segun la invencion tiene una secuencia que es parcialmente o
completamente complementaria a la secuencia de:

a) miR-92a que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 21, 22 0 23
0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 21, 22 o0 23;

b) miR-92b que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 24 0 25 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 24 o 25;

c) miR-17 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 26 0 27 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 26 o 27;

d) miR-503 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 28 0 29 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleotidos con una de SEQ ID NO. 28 0 29; y

e) miR-16 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 30, 31 0 32
0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 30, 31 o0 32;

f) miR-374 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 33, 34, 35,
36, 37 0 38 o0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO.
33, 34, 35, 36, 37 0 38;

g) miR-24 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 39, 40, 41 o

42 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleé6tidos con una de SEQ ID NO. 39, 40,
41 042;
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h) miR-483 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 43 0 44 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 43 o 44;

i) miR-34 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 45, 46, 47,
48, 49 o 50 o una secuencia que tiene al menos 90 %de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO.
45, 46, 47, 48, 49 0 50;

j) miR-20 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 51, 52, 53 o
54 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleé6tidos con una de SEQ ID NO. 51, 52,
53 054;y

k) miR-15 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 55, 56, 57 o
58 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleé6tidos con una de SEQ ID NO. 55, 56,
57 0 58.

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido segun la invencion tiene una secuencia que es parcialmente o
completamente complementaria a la secuencia de:

a) mir-92a-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 1, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 1;

b) mir-92a-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 2, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 2;

c) mir-92b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 3, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 3;

d) mir-17 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 4 o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 4;

e) mir-503 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 5 o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 5;

f) mir-16-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 6, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 6;y

g) mir-16-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 7, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 7;

h) mir-374a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 8, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 8;

i) mir-374b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 9, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 9;

j) mir-374c que comprende la secuencia SEQ ID NO. 10, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 10;

k) mir-24-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 11, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 11;

[) mir-24-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 12, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 12;

m) mir-483 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 13, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 13;

n) mir-34a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 14, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 14;

0) mir-34b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 15, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 15;

p) mir-34c que comprende la secuencia SEQ ID NO. 16, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 16;

q) mir-20a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 17, o una secuencia que tiene al menos 90 % de

identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 17;

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2688 160 T3

r) mir-20b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 18, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 18;

s) mir-15a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 19, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 19,y

t) mir-15b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 20, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 20.

En ciertas realizaciones, el oligonucle6tido antisentido segun la invencion tiene una secuencia que es parcialmente
complementaria a la secuencia de mir-92a-1 (SEQ ID NO: 1).

En ciertas realizaciones, el oligonucledtido antisentido segin la invenciéon tiene una secuencia que es
completamente complementaria a la secuencia de mir-92a-1 (SEQ ID NO: 1).

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido segun la invencion tiene una secuencia que es parcialmente
complementario a la secuencia de mir-92a-2 (SEQ ID NO: 2).

En ciertas realizaciones, el oligonucleétido antisentido segin la invencion tiene una secuencia que es
completamente complementaria a la secuencia de mir-92a-2 (SEQ ID NO: 2).

En una realizacion, el oligonucleétido antisentido comprende un esqueleto modificado. Los ejemplos de dichos
esqueletos se proporcionan por esqueletos de morfolino, esqueletos de carbamato, esqueletos de siloxano,
esqueletos de sulfuro, sulféxido y sulfona, esqueletos de formacetilo y tioformacetilo, esqueletos de
metilenformacetilo, esqueletos de riboacetilo, esqueletos que contienen alqueno, esqueletos de sulfamato, sulfonato
y sulfonamida, esqueletos de metilenimino y metilenhidrazino, y esqueletos de amida.

Los oligonucleétidos de morfolino tienen un esqueleto sin carga en el que el azlcar de desoxirribosa del ADN esta
sustituido por un anillo de seis miembros y el enlace fosfodiéster esta sustituido por un enlace fosforodiamidato. Los
oligonucledtidos de morfolino son resistentes a la degradacion enzimatica y parecen funcionar como agentes
antisentido deteniendo la traduccién o interfiriendo con el corte y empalme de pre-ARNm en vez de activando la
RNasa H.

Se prefiere normalmente un esqueleto modificado para aumentar la resistencia a nucleasa. También se puede
preferir un esqueleto modificado debido a su afinidad alterada por la secuencia diana en comparacion con un
esqueleto no modificado. Un esqueleto no modificado puede ser ARN o ADN.

Otro oligonucleétido antisentido adecuado comprende un acido nucleico peptidico (PNA), que tiene un esqueleto de
poliamida modificado. Las moléculas basadas en PNA son miméticos verdaderos de las moléculas de ADN en
términos de reconocimiento de pares de bases. El esqueleto del PNA estd compuesto por unidades de 7V-(2-
aminoetil)-glicina unidas por enlaces peptidicos, en el que las nucleobases se unen al esqueleto por enlaces
metilencarbonilo.

Un esqueleto adecuado adicional comprende un analogo de nucleétidos de morfolino o equivalente, en el que el
azucar de ribosa o desoxirribosa se sustituye con un anillo de morfolino de 6 miembros. Un andlogo de nucleétidos o
equivalente mas preferido comprende un oligbmero de morfolino de fosforodiamidato (PMO), en el que el azicar de
ribosa o desoxirribosa se sustituye por un anillo de morfolino de 6 miembros, y el enlace fosfodiéster aniénico entre
anillos de morfolino adyacentes se sustituye por un enlace fosforodiamidato no iénico.

En todavia una realizacion adicional, un oligonucleétido antisentido de la invencién comprende una sustitucion de
uno de los oxigenos no de puente en el enlace fosfodiéster. Esta modificacién desestabiliza ligeramente el
apareamiento de bases, pero afade resistencia significativa a la degradacion por nucleasas.

Un oligonucledtido antisentido adecuado adicional de la invencion comprende uno o mas restos de azucar que estan
mono- o disustituidos en la posicién 2', 3' y/o 5' tal como un -OH; -F; alquilo (Cl- CIO), alquenilo, alquinilo, alcarilo,
alilo, arilo o aralquilo inferior sustituido o sin sustituir, lineal o ramificado, que se puede interrumpir por uno o mas
heteroatomos; 0-, S- o N-alquilo; 0-, S- o N-alquenilo; 0-, S- o N-alquinilo; 0-, S- o N-alilo; O-alquil-O-alquilo, -metoxi,
-aminopropoxi; -aminoxi; metoxietoxi; - dimetilaminooxietoxi; y -dimetilaminoetoxietoxi.

El resto de azlcar puede ser una piranosa o su derivado, o una desoxipiranosa o su derivado, preferentemente una
ribosa o su derivado, o una desoxirribosa o su derivado. Dichos restos de azlcar derivatizados preferidos
comprenden &cido nucleico bloqueado.

Una LNA es un nucleétido de ARN modificado en el que el resto de ribosa del nucleétido de LNA se modifica con un
puente adicional que conecta los carbonos 2' y 4'. Esto potencia el apilamiento de bases y la organizacion previa, y
aumenta significativamente la estabilidad térmica. Este puente "bloquea" la ribosa en la conformacién estructural 3'-
endo, que se encuentra frecuentemente en la forma A de ADN o ARN. Los nucle6tidos de LNA usados en la
presente invencién se pueden mezclar con bases de ADN o ARN en el oligonucle6tido, siempre que se desee.
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Segun la invencién, dicho oligonucle6tido antisentido se selecciona del grupo que consiste en un ribonucleétido, un
desoxirribonucleétido, un ARN pequerio, un antagomir, un LNA, un CDNA, un PNA, un oligonucle6tido de morfolino o
una combinacién de los mismos.

En otra realizacion, el oligonucleétido antisentido puede consistir en un antagomir.
En una realizacion preferida de la composicion de la invencion, dicho oligonucleétido consiste en un antagomir.

Los antagomires son oligonucle6tidos quimicamente manipulados que se usan para silenciar microARN endégeno.
Un antagomir es un ARN o ADN sintético pequefno que es perfectamente complementario a la diana de microARN
especifica con cualquier apareamiento erroneo en el sitio de escision o algun tipo de modificacion de base para
inhibir la escisién. Normalmente, los antagomires tienen algun tipo de modificacién para hacerlos mas resistentes a
la degradacion y facilitar la internalizacién celular. No esta claro como funciona la antagomirizacion (el proceso por el
que un antagomir inhibe la actividad de microARN), pero se cree que inhibe irreversiblemente la unién de microARN.
Los antagomires se usan para inhibir constitutivamente la actividad de microARN especificos.

En una realizacién de la invencion, dicho antagomir comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al
menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucle6tidos contiguos complementarios a un microARN, o su precursor,
teniendo dicho microARN una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1 a 58.

En una realizacién de la invencion, dicho antagomir comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al
menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucle6tidos contiguos complementarios a mir-92a de la secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1,2 0 3.

En una realizacién de la invencion, dicho antagomir comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al
menos 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 o 16 nucledtidos contiguos complementarios a miR-92a de la secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 21, 22 0 23.

En otra realizacién, dicho antagomir comprende una secuencia de nucleétidos que comprende al menos 16
nucleétidos contiguos complementarios a los nucleétidos de la secuencia SEQ ID NO. 21.

En una realizacién de la invencidn, dicho antagomir posee un esqueleto de ADN.

En dicha realizacion de la composicion de la invencion, dicho antagomir comprende la secuencia SEQ ID NO. 59 y
modificaciones que excluyen sustituciones de bases de la misma, y fragmentos que consisten en subsecuencias de
SEQ ID NO: 59 de al menos 8 nucleétidos contiguos de la misma.

En otra realizacién de la invencion, dicho antagomir posee un esqueleto de ARN.

En dicha realizaciéon de la composiciéon de la invencién, dicho antagomir comprende la secuencia SEQ ID NO. 60 y
modificaciones que excluyen sustituciones de bases de la misma, y fragmentos que consisten en subsecuencias de
SEQ ID NO: 60 de al menos 8 nucleétidos contiguos de la misma.

En una realizacion, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 8 nucledtidos contiguos de la misma.

En una realizacion, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 9 nucledtidos contiguos de la misma.

En una realizacién, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 10 nucle6tidos contiguos de la misma.

En una realizacién, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o0 60 de al menos 11 nucledtidos contiguos de la misma.

En una realizacion, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 12 nucle6tidos contiguos de la misma.

En una realizacion, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 13 nucle6tidos contiguos de la misma.

En una realizacién, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 14 nucledtidos contiguos de la misma.

En una realizacién, el antagomir segun la invencién es un fragmento que consiste en una subsecuencia de SEQ ID
NO: 59 o 60 de al menos 15 nucle6tidos contiguos de la misma.

En otra realizacién, dicho antagomir de secuencia SEQ ID NO. 59 o 60 presenta al menos 1, 2, 3, 4,5, 6 0 7
nucleétido(s) modificado(s) por enlace(s) fosfotioato entre nucledtidos adyacentes.
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En otras realizacion de la invencion, dicho antagomir puede incluir nucleétido modificado por 2'-O-metilo, grupo
colesterol o cualquier modificacion similar o equivalente.

Generalmente, si una formulacion farmacéutica que contiene un acido nucleico, un péptido y una proteina se
administra por via oral o por via parenteral, se degrada por enzimas en el cuerpo, y la eficacia de la formulacién
farmacéutica desaparece rapidamente. Se han hecho diversos ensayos para superar el problema. Uno de los cuales
es formular un inyectable de liberacion sostenida larga.

En la practica, se esta realizando investigacion sobre el uso de protesis endovasculares como sistema para la
administracion selectiva de microARN. Sin embargo, la rapida endotelizacion de las prétesis endovasculares podria
plantear un problema con respecto a la liberacion sostenida de microARN, especialmente para procesos biolégicos
que requieren modulacion génica prolongada. Ademas, se han desarrollado y usado liposomas y nanoparticulas in
vivo, pero no se ha evitado el paso al aparato circulatorio con el riesgo de efectos secundarios graves. Ademas,
ningun estudio ha demostrado eficacia y seguridad después de la administraciéon intracoronaria percutanea sin
pinzamiento aértico anterior.

Otro aspecto de la invencion se basa en el uso de microesferas biodegradables y biocompatibles.

Segun la descripcion, se ha disefiado y fabricado un sistema de liberacién apropiado para la liberacién localizada de
oligonucledtidos en la regién cardiaca, basandose en la microencapsulacion de dichos oligonucleétidos con
polimeros biodegradables biocompatibles. La invencion permite obtener microesferas sustancialmente cargadas con
oligonucledtidos, que tienen alta eficiencia de encapsulacion y ninguna modificacién/degradacion de moléculas.
Segun la invencion, la pureza y calidad de la molécula, sin afiadir ni un agente estabilizante ni una sustancia de
retencion, se conserva gracias a las condiciones de fabricacion usadas, particularmente las caracteristicas de la
emulsién creada, la concentracion de la disolucion de polimero y la relacion entre los volimenes de fases
involucrados en el proceso de microencapsulacion. Ademas, las microesferas tienen una distribucion apropiada del
tamano de particulas para permitir que sean retenidas en los microvasos del area infartada sin causar embolizacion
arterial y sin ser destruidas por la accion fagocitica de los macréfagos.

Es un objeto de la presente invencion proporcionar una microesfera de liberacién sostenida, que encapsula
establemente un acido desoxirribonucleico de cadena corta o un &cido ribonucleico de cadena corta, y es capaz de
inhibir, durante un largo periodo, la inhibicién de la expresion de una proteina especifica, especialmente una proteina
cuya inhibicion esta relacionada con una enfermedad.

En términos generales, "biocompatible" significa compatible con las células vivas, tejidos, érganos o sistemas, y que
no plantea riesgo de lesién, toxicidad o rechazo por el sistema inmunitario. Una microesfera biocompatible significa
que la microesfera, y cualquier producto de degradacién de la microesfera, no es toxico para el receptor y tampoco
presenta efectos perjudiciales o no deseados significativos sobre el cuerpo del receptor, tal como una reaccién
inmunoldgica en el sitio de inyeccion.

En términos generales, "biodegradable" significa capaz de ser descompuesto por la accion de agentes biolégicos.

Una microesfera biodegradable, como se define en el presente documento, significa que la microesfera se degradara
0 erosionara in vivo para formar especies quimicas mas pequefas. La degradacion puede resultar, por ejemplo, por
procesos enzimaticos, quimicos y/o fisicos.

Los polimeros biodegradables biocompatibles adecuados incluyen, por ejemplo, poli(lactidas), poli(glicolidas),
poli(lactidas-co-glicolidas), poli(acidos lacticos), poli(acidos glicolicos), poli(acidos lacticos-co-acidos glicélicos),
policaprolactona, policarbonatos, poliesteramidas, polianhidridos, poli(aminodcidos), poliortoésteres, poliacetilos,
policianoacrilatos, poliéter-ésteres, poli(dioxanonas), poli(alquilatos de alquileno), copolimeros de polietilenglicol y
poliortoéster, poliuretanos biodegradables, mezclas y sus copolimeros.

Se han descrito en el estado de la técnica varias técnicas para producir microparticulas.

El perfil de liberacion de farmacos para una microparticula depende de numerosos factores, que incluyen
propiedades fisicoquimicas de los polimeros usados, interacciones entre polimero-farmaco-excipientes y/o
morfologia y composicion de las microparticulas resultantes.

Con el fin de que las microesferas sean retenidas por los capilares miocardicos, deben tener distribucion de tamafios
muy especifica de manera que se minimice su destruccién mediante fagocitosis por macroéfagos, por una parte, o la
embolizacién de las arterias, por otra parte; la microencapsulaciéon usando un polimero biocompatible biodegradable
permite la liberacién controlada del producto desde las horas iniciales durante hasta 2-3 semanas, el periodo
principal durante el cual ocurre la remodelacion ventricular post-IAM.

En el contexto de la presente invencion, como se prefiere la via intracoronaria, el tamafo promedio de estas
microesferas es condescendiente con el tamafio de los capilares miocardicos; éste varia entre 5 y 20,
preferencialmente entre 5 y 15 micrometros, para ser retenidas en la region cardiaca, y sin particulas superiores a 25
micrémetros para prevenir la embolizacion arterial.
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En una realizacién de la invencién, dichas microesferas presentan un diametro que no supera 25 pm.

En una realizacion, 50 a 100 % de las microesferas estan comprendidas en el intervalo de 5 a 25 pm y ninguna
particula superior a 25 um

En una realizacion preferida, 60 a 100 % de las microesferas estan comprendidas en el intervalo de 5 a 25 um y
ninguna particula superior a 25 pm.

En otra realizacion preferida, 70 a 100 % de las microesferas estdn comprendidas en el intervalo de 5 a 25 um y
ninguna particula superior a 25 um.

En una realizacién mas preferida, 80 a 100 % de las microesferas estan comprendidas en el intervalo de 5 a 25 pmy
ninguna particula superior a 25 um.

Segun la invencion, el diametro promedio de las microesferas esta en el intervalo de 5 a 20 um.
Segun la invencion, el diametro promedio de las microesferas esta en el intervalo de 5 a 15 um.
En una realizacién alternativa, dichas microesferas presentan un diametro promedio de 8 a 11 um.

Las microesferas segun la invencién cargan una alta cantidad de dicho inhibidor de microARN en un polimero
biodegradable y biocompatible para la liberacion sostenida del farmaco en el area infartada.

La carga del inhibidor de microARN es desde aproximadamente 1 hasta 20 % (p/p), preferentemente desde 1 hasta
15 % (p/p), y mas preferentemente 1 hasta 10 y todavia méas preferentemente desde 5 hasta 10 %. Se conserva la
integridad del farmaco.

En una realizacién, las microesferas segun la invencion incorporan desde 1 % hasta 15 % p/p de inhibidor.
En otra realizacion, las microesferas segun la invencion incorporan desde 5 % hasta 15 % p/p de inhibidor.

Aln en ofra realizacién, las microesferas segun la invencion incorporan desde 1 % hasta 10 %, preferentemente
desde 5 % hasta 10 % p/p de inhibidor.

Otra caracteristica de la invencién se refiere a la naturaleza del polimero usado para la generacion de las
microesferas.

En una realizacion de la invencion, dichas microesferas estan hechas de un polimero que consiste en poli-d,I-lactida
(PLA). En una realizacion, dichas microesferas estan hechas de PLA como el Unico polimero. En una realizacion,
dichas microesferas estan hechas de PLA que se combina con uno o varios de otros polimeros biocompatibles.

En otra realizacion de la invencion, dichas microesferas estan hechas de un copolimero que consiste en poli-d,|-
lactida-co-glicolida (PLGA). En una realizacion, dichas microesferas estan hechas de PLGA como el tnico polimero.
En una realizacién, dichas microesferas estan hechas de PLGA que se combina con uno o varios de otros polimeros
biocompatibles.

Todavia en otra realizacién de la invencidn, dichas microesferas estan hechas de una combinacion de polimeros que
consiste en poli-d,|-lactida-co-glicolida (PLGA) y poli-d,I-lactida (PLA).

Por la expresion "mezcla", se debe entender que una mezcla de dos 0 mas polimeros se realiza antes de la
disolucién de dicha mezcla en el mismo disolvente organico.

El experto en la técnica entendera faciimente que, al contrario del copolimero de PLGA, la relacién de
lactida:glicolida en el polimero de PLA comprende entre 100:0 de relacién molar.

Con respecto al copolimero de PLGA, la relacion de lactida:glicolida en el polimero de PLGA comprende entre 50:50
y 95:5 de relacién molar.

En una realizaciéon preferida, la relacion de lactida:glicolida en el copolimero de PLGA comprende entre 50:50 y
90:10 de relacién molar, y preferencialmente entre 50:50 y 80:20 de relaciéon molar.

En una realizacién de la invencién, la viscosidad inherente del polimero comprende entre 0,1 y 0,7 dl/g.

En una realizacién preferida, la viscosidad inherente del polimero comprende entre 0,15y 0,7 dl/g, preferencialmente
desde 0,15 hasta 0,5 dl/g.

Este aspecto es de interés en el sentido de que la viscosidad inherente se relaciona con el peso molecular del
polimero y, por tanto, influye en la tasa de liberacion del inhibidor de las poliméricas microesferas.
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Por consiguiente, también es un objeto de la presente invencién proporcionar un método de producciéon de un
inhibidor microencapsulado de miR-92a que no incluye ningun adyuvante y que consistia en una unica poblacion de
particulas en términos de composicién polimérica.

Asi, otro aspecto de la invencién es un método de microencapsulacién de un inhibidor de microARN en microesferas
poliméricas, que comprende: (a) disolver el inhibidor de microARN en agua purificada, sin ningin estabilizador (b)
disolver el polimero en un disolvente organico; (c) afadir (a) a (b) para producir una primera emulsion; (d) afadir la
emulsion de la etapa (c) a una disolucion acuosa que contiene un tensioactivo y un agente osmético para producir
una segunda emulsién; (e) endurecer y recoger las microesferas resultantes de la etapa (d); y (f) secar.

Mas particularmente, la invencion también se refiere a un método de produccion de una composicién como se ha
descrito anteriormente, caracterizada por que comprende las siguientes etapas:

a) disolver el inhibidor de miARN en agua purificada, sin ningln estabilizador;
b) disolver polimero en un disolvente organico;
c) anadir (a) a (b) para producir una primera emulsion;

d) afadir la emulsién de la etapa (c) a una disolucién acuosa que contiene un tensioactivo y un agente
osmotico para producir una segunda emulsion; y

e) endurecer y recoger las microesferas resultantes de la etapa (d); y
f) secar las microesferas obtenidas.

Otro aspecto de la invencidn consiste en el uso de la composicion segun la invencién en el tratamiento del infarto de
miocardio.

En otras palabras, la invencién se refiere a una composicion que comprende una cantidad eficaz de al menos un
inhibidor de microARN, o su precursor, en el que dicho inhibidor se microencapsula en microesferas poliméricas
biodegradables y biocompatibles para su uso en el tratamiento de infarto de miocardio.

En una realizacion preferida, dicho infarto de miocardio consiste en el infarto agudo de miocardio.

Aun otro aspecto de la invencion se refiere a un método de inversion o prevencion de la remodelacion ventricular en
un sujeto en necesidad de la misma que comprende administrar a dicho sujeto una cantidad eficaz de una
composicién como se ha descrito anteriormente.

En otras palabras, la descripcién se refiere a una composicion que comprende una cantidad eficaz de al menos un
inhibidor de microARN, o su precursor, en el que dicho inhibidor se microencapsula en microesferas poliméricas
biodegradables y biocompatibles para su uso en un método de inversion o prevencién de la remodelacion ventricular
en un sujeto en necesidad de la misma.

Como ya se ha mencionado, la composicion descrita en el presente documento es adecuada para una
administracion por via intracoronaria.

Para administracién por via intracoronaria, las microesferas se deben suspender en un vehiculo apropiado, ya sea
una solucion salina (PBS) con o sin un tensioactivo o en otro vehiculo apropiado para administracién intravenosa.
Los dispersantes adecuados incluyen, por ejemplo, tensioactivos tales como polisorbato 80, polisorbato 20, aceite de
ricino hidrogenado polioxietilenado 60, carboximetilcelulosa, o polisacéridos tales como alginato de sodio; también es
posible afadir un agente isotonizante tal como cloruro sédico, manitol, sorbitol o glucosa, por ejemplo. Dado el
tamafo de las arterias coronarias, la concentracion de microesferas en el medio de administracion se ajusta con el
fin de limitar la alteracién de la circulacion sanguinea y prevenir el riesgo de embolizacion arterial. Esta
concentracién puede variar entre 0,05 % y 1 %, preferentemente entre 0,1 % y 0,5 %. La administracién puede ser
por una unica inyeccion o inyecciones repetidas, seguido opcionalmente por una inyeccion de solucion salina. La
administracion se podria llevar a cabo después de la angioplastia coronaria percutanea, sin limitacién, usando el
mismo catéter.

El método de la invencién se caracteriza por que dicha administracion consiste en una administracion por via
intracoronaria.

Este aspecto es de particular interés ya que trata varias limitaciones presupuestas de la administracion intravenosa
directa de compuestos tales como oligonucleétido como antagomir. Entre otra limitacién presupuesta, se puede
mencionar i) bioseguridad de bajo nivel debido a la ubicuidad y baja especificidad por érgano de miARN, ii) alta dosis
e inyecciones repetidas para el inhibidor de microARN para producir su efecto, y iii) alto coste tedrico de la dosis
intravenosa calculada.
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Sorprendentemente, como sera evidente después de la lectura de los siguientes ejemplos, todas estas cuestiones
son tratadas por la invencién.

Mas particularmente, se demuestra que:

a) es posible administrar selectivamente el antagomir encapsulado en la arteria que suministra al tejido
enfermo (véase el Ejemplo 5);

b) las microesferas son retenidas en la coronaria (véase el Ejemplo 6);

¢) la administracion intrarterial de microesferas se usa para la embolizacién tumoral, que permite la
interrupcion permanente de la circulacion sanguinea y prevencion de la progresion tumoral, opcionalmente
en combinacion con sustancias activas de liberacion. Teniendo en consideracion estos elementos, se
considero la existencia de riesgo de embolizacién. Por este motivo, se disefiaron estudios con el objetivo de
determinar que las microesferas no causan dafio al musculo cardiaco ni producen ninguna alteracion
significativa en el caudal coronario (véase el Ejemplo 7);

d) buena estabilidad del inhibidor de microARN en el vehiculo y de liberaciéon sostenida de dicho inhibidor
de las microesferas; esto se demuestra por su efecto biolégico mientras que se inhiben los microARN
durante hasta 10 dias después desde que se administran (Ejemplo 8);

e) la administracion de microesferas con el inhibidor de miARN promueve la recuperacion contractil del
tejido dafado y previene la aparicién de remodelacion post-infarto adversa (véase el Ejemplo 9);

f) con la administracion localizada de microesferas, la dosis de inhibidor se podrian reducir a una Unica
inyeccion, que supondria una reduccion significativa de los posibles efectos secundarios y una clara
reduccion en el coste.

La disponibilidad de un vehiculo/sistema apropiado para la administracion controlada, administracion y liberacion de
inhibidores de microARN segun la invencién tiene las siguientes ventajas:

- Bioseguridad potenciada, puesto que se limita la biodistribucion del farmaco por tejido y 6rganos que no son
la diana del tratamiento

- Evita inyecciones intravenosas repetidas i) reduce los ingresos hospitalarios y visitas ambulatorias al
hospital, mejorando la calidad de la asistencia al paciente, ii) evita la necesidad de pinchados prolongados
para la administracion de farmacos, asi como los posibles riesgos resultantes de esto y iii) minimiza los
riesgos inherentes en la administracion intravenosa de productos (infecciones, reacciones localizadas...)

- La reduccion de dosis permite la reduccion en los efectos adversos dependientes de la dosis relacionada

- La reduccién de costes debido a una reduccién en la dosis requerida asi como el personal y equipo
requerido para las inyecciones repetidas

En otra realizacién, la invencién se refiere a una poblacién de microesferas biodegradables y biocompatibles para su
uso en el tratamiento o la prevencion de la remodelacion ventricular después de infarto de miocardio, en el que
dichas microesferas:

- tienen un didametro promedio comprendido entre 5y 15 pm;
- estan hechas de poli-d,I-lactida-co-glicolida (PLGA); poli-d,l-lactida (PLA) o su mezcla;

- incorporan desde 1% hasta 10 % p/p de un agente terapéutico capaz de prevenir la remodelacion
ventricular

en la que dicho agente terapéutico consiste en un inhibidor de un microARN involucrado en la angiogénesis,
preferencialmente un microARN seleccionado del grupo que consiste en miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y
miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y
miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34 (incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c),
miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y miR-15b) y mas preferencialmente miR-92a,
0 su precursor, en el que dicho inhibidor de microARN es preferencialmente un antagomir.

La invencién también se refiere a un kit que comprende al menos i) una composicién y/o microesferas segun la
invencion y ii) una jeringa o vial o ampolla en el que se dispone la composicién.

En una realizacion, el kit de la invencién comprende ademas un disolvente dispuesto en un recipiente de disolvente.
El recipiente de disolvente puede ser un vial, una ampolla o una jeringa precargada.

Las microesferas y el disolvente se pueden disponer en una jeringa precargada de compartimento doble.
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En una realizacion, el kit de la invencion puede comprender las microesferas en un vial y el disolvente en un vial
separado.

En una realizacion, el kit de la invencidon puede comprender las microesferas en un vial y el disolvente en una
ampolla separada.

En una realizacion, el kit de la invencion puede comprender las microesferas en un vial y el disolvente en una jeringa
precargada.

En una realizacién, el kit de la invencion puede comprender las microesferas en una jeringa precargada y el
disolvente en un vial separado.

En una realizacién, el kit de la invencion puede comprender las microesferas en una jeringa precargada y el
disolvente en una ampolla separada.

En una realizacién, el kit de la invencién puede comprender las microesferas y el disolvente por separado en una
jeringa de compartimento doble.

La invencion se entendera mejor con respecto a los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1: Preparacién de microesferas cargadas con antagomir-92a

Se prepararon microesferas por el método de emulsién w/o/w/evaporacion de disolvente usando un copolimero de
PLGA 50:50, viscosidad intrinseca de aproximadamente 0,2 dl/g, que contenia grupos terminales carboxilo libres. Se
anadieron 3 ml de cloruro de metileno a 0,6 g de PLGA. Se afadieron 0,3 ml de una disolucién concentrada de
antagomir-92a  (I-Ssc-miR-92a; masa molecular: 5366 g/mol (también denominada Da); secuencia:
CCGGGACAAGTGCAAT; bases de ADN: 9; bases de LNA: 7; fabricante: IDT (Exiqon)) (222 mg/ml) en agua
purificada a la disolucién organica de PLGA y se emulsiond por sonicacién durante 20 s. Esta emulsién primaria se
afnadid a una fase externa que consistia en una disolucién acuosa de 1 % (p/v) de poli(alcohol vinilico) y 1 % (p/v) de
cloruro sodico y se homogeneizdé durante 60 s a aproximadamente 10300 rpm. La segunda emulsion (w/o/w)
obtenida se anadié a un volumen de agua purificada y se dejo que el cloruro de metileno se evaporara agitando. Se
recogieron por centrifugacion las microesferas obtenidas, se lavaron dos veces con agua purificada, y entonces se
liofilizaron. El diametro promedio de las microesferas fue 9 pm, (82 % entre 5-25 um y 0 % superior a 25 um),
mientras que la eficiencia de encapsulacién fue 74 %.

Una imagen de las microesferas obtenidas se representa en la Figura 1.
La Figura 2 ilustra la distribucién del tamafio de microesferas.
Ejemplo 2: Preparacién de microesferas cargadas con ARN

Se prepararon microesferas por el método de emulsién w/o/w/evaporacion de disolvente usando un copolimero de
PLGA 50:50, viscosidad intrinseca de aproximadamente 0,2 dl/g, que contenia grupos terminales carboxilo libres. Se
anadieron 3 ml de cloruro de metileno a 0,6 g de PLGA. Se afiadieron 0,3 ml de una disoluciéon concentrada de ARN
(222 mg/ml) (ARN Sigma 5000-10000 Da) en agua purificada libre de RNasa a la disolucion organica de PLGA y se
emulsionaron por sonicacion durante 20 s. Esta emulsidn primaria se afiadié a una fase externa que consistia en una
disolucién acuosa libre de RNAsa de 1 % (p/v) de poli(alcohol vinilico) y 5 % (p/v) de manitol y se homogeneizé
durante 60 s a aproximadamente 10300 rpm. La segunda emulsiéon (w/o/w) obtenida se afiadié a un volumen de
agua purificada libre de RNAsa y se dej6 que el cloruro de metileno se evaporara agitando. Se recogieron por
centrifugacién las microesferas obtenidas, se lavaron dos veces con agua purificada libre de RNAsa, y entonces se
liofilizaron. El diametro promedio de las microesferas fue 10 pum (86 % entre 5-25 um y 0 % superior a 25 um),
mientras que la eficiencia de encapsulacién fue 73 %.

Ejemplo 3: Preparacién de microesferas de placebo

Se prepararon microesferas por el método de emulsién w/o/w/evaporacion de disolvente usando un copolimero de
PLGA 50:50, viscosidad intrinseca de aproximadamente 0,2 dl/g, que contenia grupos terminales carboxilo libres. se
afnadieron 3 ml de cloruro de metileno a 0,6 g de PLGA. Se afiadieron 0,3 ml de agua purificada a la disolucién
organica de PLGA y se emulsion6 por sonicacion durante 20 s. Esta emulsién primaria se afiadio a una fase externa
que consistia en una disolucion acuosa de 1 % (p/v) de poli(alcohol vinilico) y 1 % (p/v) de cloruro sédico y se
homogeneizé durante 60 s a aproximadamente 10300 rpm. La segunda emulsion (w/o/w) obtenida se afiadié a un
volumen de agua purificada y se dejo que el cloruro de metileno se evaporara agitando. Se recogieron por
centrifugacién las microesferas obtenidas, se lavaron dos veces con agua purificada, y entonces se liofilizaron. El
diametro promedio de las microesferas fue 7 um, (84 % entre 5-25 um y 0 % superior a 25 um).

Ejemplo 4: Preparacién de microesferas cargadas con albumina-isotiocianato de fluoresceina

Se prepararon microesferas por el método de emulsién w/o/w/evaporacion de disolvente usando un copolimero de
PLGA 50:50, viscosidad intrinseca de aproximadamente 0,2 dl/g, que contenia grupos terminales carboxilo libres. Se
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anadié 1 ml de cloruro de metileno a 0,2 g de PLGA. Se afnadieron 0,1 ml de una disolucion acuosa de albumina-
isotiocianato de fluoresceina (20 mg/ml) a la disolucién organica de PLGA y se emulsioné por sonicacion durante 15
s. Esta emulsion primaria se afadié a una fase externa que consistia en una disoluciéon acuosa de 1 % (p/v) de
poli(alcohol vinilico) y 1% (p/v) y se homogeneiz6 durante 60 s a aproximadamente 10300 rpm. La segunda
emulsién (w/o/w) obtenida se afiadié a un volumen de agua purificada y se dejoé que el cloruro de metileno se
evaporara agitando. Se recogieron por centrifugacion las microesferas obtenidas, se lavaron dos veces con agua
purificada, y entonces se liofilizaron. El diametro promedio de las microesferas fue 9 um, (91 % entre 5-25 ymy 0 %
superior a 25 um).

Ejemplo 5: Estudio de administracién selectiva en la arteria que suministra el tejido diana

Después de provocar un IAM en un cerdo Large White, se administraron por via intracoronaria 30 mg de
microesferas que contenian albdmina fluorescente, preparadas como se indica en el Ejemplo 4, por medio de un
globo coaxial de 2,5/12 situado en la arteria responsable del IAM, que suministra el area infartada. Las microesferas
se suspendieron in situ en 10 ml de solucién salina normal que contenia Tween-80; la administracion se realiz6 en 2
inyecciones consecutivas de 5 ml, cada una seguida por 5 ml de solucién salina normal. Los experimentos mostraron
que antagomir encapsulado puede ser selectivamente administrado en la arteria que suministra el tejido enfermo.

Ejemplo 6: Estudio de retencién de las microesferas en los capilares del tejido enfermo sin permitir el flujo de salida
en la circulacion sanguinea

En un modelo de cerdo, se realizaron 4 experimentos administrando por via intracoronaria a través de un globo
coaxial situado en la rama descendente anterior interna 2 inyecciones con 5 ml cada una de microesferas
fluorescentes preparadas segun el Ejemplo 4. Se sacrificaron los 4 animales y se obtuvieron muestras miocardicas
del tejido que une la rama descendente anterior y el tejido de control irrigado por otras arterias coronarias. Las
muestras se observaron a través de un microscopio 6ptico de fluorescencia y se demostré la presencia de
microesferas retenidas en los capilares del musculo cardiaco dafiado, asi como su ausencia en el tejido de control.

Para descartar biodistribucion sistémica, en dos de los animales previos, ademas del tejido miocardico isquémico y
de control, se obtuvieron 5 muestras por duplicado de pulmén, bazo e higado y se visualizaron por microscopia
Optica con luz B. La fluorescencia se detect6 exclusivamente en la pared miocardica anterior. Este andlisis reveld
que las microesferas son retenidas en el corazén, evitando la liberacion sistémica de antagomir92a (reduccién de
efectos secundarios).

Ejemplo 7: Estudio de retencién de microesferas en los capilares de tejido enfermo sin dafiar el propio tejido diana

Se realizaron experimentos para investigar la posible toxicidad local al corazén y el intervalo de seguridad
terapéutica de la dosis. Para detectar el dafio isquémico local al musculo cardiaco, se emplearon 2 pares de cristales
piezoeléctricos, que son altamente sensibles en su capacidad para detectar isquemia. Cuando el tejido del musculo
cardiaco se afecta por isquemia, el tejido restante se vuelve discinético y se inflama; esto, junto con la tensién
arterial producida por el tejido sano contiguo restante, causa que los microcristales se separen y se alejen el uno del
otro. En dos cerdos después de realizar una toracotomia y una pericardiectomia, se insertaron dos pares de
microcristales, un par de control en la regién lateral y un par en la region anterior suministrada por la rama
descendente anterior, a través de los cuales se administraron las microesferas. Para cada par de cristales medios,
se midi6 la distancia entre ellos en dos puntos durante el ciclo cardiaco: en la diastole final (EDL) y la sistole final
(ESL). La relacion entre EDL y ESL se expresa por el parametro SS (acortamiento sistélico: (EDL - ESL) / EDL.
Cuando la contraccion ventricular izquierda se disipa completamente EDL = ESL y SS = 0. Los valores normales
varian entre 0,2 £ 0,1. Como se muestra en la ilustracién adjunta, se indujeron oscilaciones minimas y transitorias
después de cada inyeccion que duran algunos segundos con la dosis del estudio, correspondiente a la primera y
segunda inyecciones. Ademas y sorprendentemente, no se observaron efectos secundarios locales con inyecciones
intracoronarias repetidas de microesferas fluorescentes preparadas segun el Ejemplo 4 alcanzando 14 veces la
dosis del estudio. No se asocié maxima dosis limitante a dafio isquémico irreversible, repercusion hemodinamica o
arritmias.

Ademas, para detectar cambios en el flujo coronario, se puso un sensor de flujo en la LAD media que media el flujo
coronario. No se observaron cambios significativos en el flujo coronario después de las inyecciones intracoronarias.

Los resultados se ilustran por la Figura 3 en la que se inyectaron 120 mg de microesferas y por la Figura 4 en la que
se inyectaron 240 mg de microesferas.

Ejemplo 8: Estudio del efecto molecular de una Unica inyeccion intracoronaria de microesferas con una dosis
pequeria de antagomir

Con el fin de demostrar que dosis pequefias de antagomir microencapsulado podrian producir una respuesta
molecular, se midié la expresion de miR-92a in vivo, en tejido isquémico y de control, después de la administracion
intracoronaria de antagomir-92a encapsulado. En 3 cerdos, se administraron 60 mg de microesferas que contenian
antagomir-92a preparado segun el Ejemplo 1 (0,1 mg/kg) en LAD. Los animales se sacrificaron uno, tres y 10 dias
después del tratamiento y se cuantifico la expresion de miR-92a y microARN enddgeno como controles (miR-123,
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203 y 126) en 2 muestras infartadas por duplicado y de control por aislamiento de ARN total y RT-PCR cuantitativa
en tiempo real usando cebadores especificos (véase la Figura 5).

En tejido infartado, la expresion de miR-92a produjo la regulacién por disminucién de 8 veces en comparacién con el
tejido de control, mientras que la expresion de miR endégenos no se afecté por el tratamiento. La inhibicion empezé
a estar presente ya desde el 1 dia y todavia estuvo presente en el dia 10, con niveles de expresion 5 veces mas
bajos que en el area de control.

No se detectd regulacién significativa en miR enddégenos. Estos resultados revelan que el vehiculo/sistema
proporciona condiciones adecuadas para permitir la liberacién controlada y la liberacion de antagomir-92a,
produciendo asi una inhibicion sostenida de microARN-92a con una Unica administracion intracoronaria.

Estos resultados, representados en la Figura 6, también confirman que el antagomir no se degrada durante el
proceso de fabricacién de microesferas.

Ejemplo 9: Estudio del efecto biolégico de una Unica inyeccion intracoronaria de microesferas que contienen dosis
bajas de antagomir

Con el fin de demostrar si el efecto molecular de antagomir-92a transportado por microesferas va acompanado por
un efecto bioldgico, se realizd un estudio preclinico con 26 minicerdos adultos. El fin de este estudio era investigar si
la inhibicion de mir-92a por administracion intracoronaria selectiva de antagomir-92a conducia o no a potenciar la
angiogénesis en el area infartada, y asi se prevenia la aparicion de la remodelacion ventricular.

Se administraron 3 formulaciones:
- Solucién salina (formulacion de control)
- Microesferas de placebo preparadas segun el Ejemplo 3

- Microesferas de antagomir-92a preparadas segin el Ejemplo 1, a una dosis de antagomir de
3 mg/minicerdo.

4 semanas después del tratamiento, se detectdé mayor densidad vascular significativa en el area necrética en los
animales que recibieron antagomir-92a encapsulado en comparacién con los controles, confirmando asi la actividad
proangiogénica de antagomir-92a observado en el estudio previo (161,57 £ 58,71 frente a 68,49 £ 23,56 en el grupo
de placebo frente a 73,91 + 24,97 en el grupo de solucién salina, p=0,001) ii) la densidad vascular (véase Figura 7).

La microvascularidad aument6 dentro de tanto la zona de infarto como el borde peri-infarto. Se demostré
coherentemente un indice de resistencia microvascular mas bajo en los animales tratados (200,67 + 104,46 frente a
511,73 £202,1 en controles, p=0,007) y se correlaciond significativamente con la densidad vascular (R? 0,41,
p=0,02) (véase la Figura 8).

La resistencia microcirculatoria inicial (RM inicial) y la resistencia microcirculatoria verdadera (RMV (hip)) fueron
significativamente mas bajas en el grupo tratado en comparacién con los controles (7,47 +1,33 frente a
19,62 + 2,98, p=0,005 y 5,0 £ 1,15 frente a 14,49 + 2,4, p= 0,006 respectivamente). La resistencia microcirculatoria
inicial y verdadera se correlacionaron significativamente con la densidad vascular (R2 0,35, p=0,033 y R2 0,31,
p=0,047, respectivamente (véase Figura 9).

Estos datos indican que antagomir-92a encapsulado induce una angiogénesis sostenida in vivo.

Habiendo encontrado vasos en crecimiento, por lo tanto, se investigaron adicionalmente sus posibles beneficios en
el proceso de curacion que ocurre después de un IAM. Para determinar los efectos de antagomir-92a encapsulado
sobre la remodelacién ventricular, se compararon parametros morfoldgicos y estructurales por imagen por
resonancia magnética ex vivo (CMR) y parametros funcionales analizados por ecocardiografia intravascular (EIV), en
los grupos tratados y no tratados. Estuvo presente un porcentaje mas significativo de animales con discinesia
anterior y septoapical en EIV en controles (p=0,03) (véase en particular la Figura 10), con adelgazamiento también
significativamente mayor de la pared ventricular lesionada y cambios de morfometria de remodelacién adversos en
el ventriculo izquierdo en CMR ex vivo en comparacion con los animales tratados (Tabla 3).

Mas particularmente, la Figura 10 ilustra los resultados del andlisis de la disfuncion del movimiento de la pared
regional por ecocardiografia intravascular (EIV). Se realiz6 EIV usando una maquina de obtencién de imagenes por
ultrasonidos Vivid Q (GE Healthcare, Belford, R.U.) y un catéter de ultrasonidos AcuNav 10F (Siemens) colocado en
el vértice del ventriculo derecho.

Los resultados del estudio muestran que la administracion de microesferas de antagomir-92a esta asociada con una
reduccion estadisticamente significativa en la remodelacion adversa tras el infarto agudo de miocardio.

23



10

15

20

25

30

35

ES 2688 160 T3

Tabla 3: Parametros de remodelacidén ventricular izquierda en CMR

Solucion salina Placebo ME Antagomir-92a P
(N=6) (N=5) ME (N=6)
NUmero de secciones de CMR infartadas 48 +0,3 48+0,4 53+0,2 0,38
Tpared infartada méxima, MM 6,07 £0,9 5,61%0,5 9,01 +£0,6 0,006
Thpared posterior normal, MM 13,23+£0,5 13,52+1,8 11,82 £0,7 0,49
Porcentaje de adelgazamiento minimo, % 54,79 +49 56,74 £ 41 22,7155 0.000
Thared infartada minima, MM 3,17+0,4 4,02+0,9 435+0,5 0,33
Porcentaje de adelgazamiento maximo, % 76,40 £2,18 69,86 +4,72 62,54 +4,19 0,05
Longitud del adelgazamiento de la pared, mm 32,2+1,8 31,74 20,5+3,6 0,03
Dr/Dn 1,93+0,2 2,02+0,2 1,29 £ 0,1 0,03
Dn, mm 14,88 £ 0,68 13,78 £1,59 17,5 +£1,37 0,12
% de remodelacién adversa (n) 83,3 (5) 80 (4) 16,7 (1) 0,03

Antagomir-92a encapsulado previene la remodelacién ventricular izquierda adversa 1 mes después del infarto agudo
de miocardio. Se determinaron los diferentes parametros de la remodelacién calculados en todas las secciones
infartadas de CMR ex vivo en cada minicerdo. Se muestran la seccion L2 representativa (siendo L1 el vértice) de
cuatro minicerdos. Tpared infartada maxima = €spesor medio maximo de la pared infartada calculado como Y del espesor
maximo de la pared de infarto en cada seccion dividido entre el nimero de secciones afectadas; Tpared posterior normal =
espesor medio de la pared posterior normal medido justo al lado de la insercion del musculo papilar posterior
calculado como Y del espesor de la pared posterior en cada seccion afectada dividido entre el nimero de secciones
afectadas; porcentaje medio del adelgazamiento minimo calculado como [100 - (Tpared infartada maxima / Tpared posterior normal
x100)]; Tpared infartada minima = €spesor medio minimo de la pared infartada calculado como Y del espesor minimo de la
pared del infarto en cada seccion afectada dividida entre el nimero de secciones afectadas; el porcentaje medio del
adelgazamiento maximo calculado como [100 - (Tpared infartada minima / Tpared posterior normal X100)]; Dr: didmetro maximo
medio entre la pared infartada y la pared normal contralateral calculado como Y del diametro maximo entre la pared
infartada en cada seccion infartada dividida entre el nUmero de secciones afectadas; Dn: didmetro maximo medio
entre paredes normales, que forman un angulo recto con Dr y dibujado mas cerca del centro de la cavidad
ventricular, calculado como Y del diametro maximo entre paredes normales en cada seccion infartada dividido entre
el nUmero de secciones afectadas; Dr/Dn: indice medio de esfericidad calculado como Y de Dr/Dn de cada seccién
infartada dividido entre el nimero de rebanadas afectadas. Los datos de la tabla se expresan como la media *
e.e.m.

Los resultados de un CMR representativo muestran que:

A: RMN e EIV cardiaco del minicerdo 14 (muerte inmediatamente después de la induccion de IAM): Debido
a la aparicién de muerte inmediatamente tras el 1AM, no hubo tiempo suficiente para desencadenar el
proceso de remodelacién. Esto es por lo que se observé que un ventriculo izquierdo concéntrico tenia
dimensiones similares en todos los segmentos.

B: RMN e EIV cardiaco del minicerdo 20 hasta 30 dias post-IAM: Evidencia de remodelacion ventricular
adversa: Un mes después del IAM, se observé demacracién extrema de las secciones anterior y septal en
CMR, asi como una formacion de aneurisma con discinesia en el EIV que es tipico de la remodelacion
adversa post-lIAM.

C: RMN e EIV cardiaco del minicerdo 22 hasta 30 dias post-IAM: Sin remodelacion ventricular: Un mes
después del 1AM, se observé una ligera reduccion de la region parietal en las areas anterior y septal sin
formacion de aneurisma y sin discinesia en la EIV. Esto es un caso tipico de reacciones de reparacion
favorables después de IAM.

Ejemplo 10: Estudio de la induccion de tumores vasculares o efectos en la mortalidad a corto plazo de antagomir-
92a encapsulado

No se observaron tumores vasculares en los andlisis de la autopsia realizados a todos los animales, sugiriendo asi la
ausencia de supresion sistémica ectdpica de microARN-92a en otros 6rganos a distancia. La mortalidad del estudio
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fue de 23 %. No se observaron diferencias en la mortalidad a corto plazo. Solo murié un minicerdo asignado a
antagomir-92a encapsulado (p=0,39).

Tabla 4
N= 26 Solucidn salina (n=9) Placebo ME (n=9) Antagomir-92a ME (n=8)
seguimiento de 1 mes 6 7 7
Muerte 3 2 1

Ejemplo 11: Estudio del perfil proarritmico de antagomir-92a encapsulado.

Con el fin de conocer el potencial arritmogénico de antagomir-92a encapsulado, se registraron todos los eventos
arritmicos durante los procedimientos y se analizaron por el software Collect 5S (GE). Ademas, para tratar esta
cuestion, se implant6é aleatoriamente un grabador de ciclo insertable en 10 de los 26 minicerdos del estudio para
detectar los posibles episodios de arritmia hasta el sacrificio, un mes después del infarto y tratamiento. No se
observd mayor numero de taquiarritmias malignas ni bradiarritmias en el grupo tratado en comparacién con los
controles, que indica que el antagomir-92a encapsulado intracoronario no ejerce un efecto proarritmico.

Tabla 5: Arritmias detectadas durante el estudio

Solucién salina (n=9) | Placebo ME (n=9) | Antagomir-92a ME (n=8) p

Fase isquémica (n= 26)
Sin arritmias, n (%) 2(22,2) 0 1(12,5) 0,37
Arritmias, n (%) 7 (77,8) (100) 7 (87,5)

PVC, n 5 7 5

0 1 1

NSVT, n 3 3 3

Fibrilacién ventricular, n
Fase de reperfusion (n=26)
Sin arritmias, n (%) 5 (55,6) 3(33,3) 3 (37,5) 0,6
Arritmias, n (%) 4 (44,4) 6 (66,7) 5 (62,5)

Pausas sinusales, n 1 1 0

Ritmo nodal, n 1 0 0

IVR, n 0 2 1

PVC, n 4 3 3

NSVT, n 0 0 1
Durante 30 dias después de IAM (n=10)
Registrador de ciclo implantable n=4 n=3 n=3 0,88
Sin arritmias, n (%) 0(0) 0 (0) 0(0) 0,38
Arritmias, n (%) 2 (50) 3 (100) 3(100)

Taquicardia sinusal 2 3 3

0 1 0
Pausa sinusal 0 0 1
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Solucién salina (n=9) | Placebo ME (n=9) | Antagomir-92a ME (n=8) p

PVC o PSVC 2(50) 0 0

No evaluable

PVC: complejos ventriculares prematuros, NSVT: taquicardia ventricular no sostenida,
IVR: ritmo idioventricular,

PSVC: complejos supraventriculares prematuros

IAM: infarto agudo de miocardio

Ejemplo 12: Evaluacién de los efectos de antagomir 92a encapsulado y antagomir-92a no encapsulado sobre la
expresion de miR92a in vitro.

12.1: Material y método
a. Células

Se ha usado la linea de células de la vena umbilical humana, EA.hy926, establecida fusionando células de la vena
umbilical humana primarias con un clon resistente a tioguanina de células de pulmén A549 (ATCC® CRL-2922™),

b. Tratamiento

Se sembraron aproximadamente 500.000 células EA.hy926 sobre seis placas de pocillos y se incubaron en
condicion normal (37 °C, 5 % de CO2) en RPMI 1640 complementado en 10 % de suero bovino fetal (FBS) y L-
glutamina 2 mM (Sigma, L'lsle d'abeau, Francia). Entonces se sustituyd el medio por medio RPMI completo fresco
que contenia los antagomires respectivos y sus controles respectivos (PBS o microesferas). Se han tratado células
EA.hy926 con cualquiera, antagomir 92a (libre y tres lotes de microesferas de antagomir-92a), antagomir 17
encapsulado o antagomir 20 encapsulado a 10 y 150 nM. Las células se incubaron durante 24 h adicionales antes
de la recogida para la extraccion de ARN. Se extrajo ARN total y se cuantificé la expresion de miARN por medio de
RT-PCR cuantitativa.

c. Extraccion de ARN

Se aislaron miARN de células EA.hy926 y tejidos de mini-cerdo usando mini-preparaciones de Qiagen RNeasy (ref.
74106) y kits universales RNeasy+ (ref. 73404), respectivamente, segln instrucciones del fabricante (Qiagen,
Courtaboeuf, Francia). Se evaluaron la cantidad y pureza de ARN extraido usando un espectrofotometro NanoDrop
ND 1000 (Labtech International, Paris, Francia).

d. Transcripcion inversa de miARN

Se transcribieron de forma inversa miARN, usando el kit de transcripcion inversa TagMan MicroRNA (Life
Technologies, ref. 4366596), en un volumen final de 15 pl que contenia 5 ng de ARN total y la sonda de miARN
especifica. Las muestras se incubaron a 16 °C durante 30 min y 42 °C durante 30 min, y la transcriptasa inversa se
inactivo calentando a 85 °C durante 5 min y enfriando a 4 °C constantemente.

e. RT-PCR en tiempo real

Base tedrica. Se obtienen valores cuantitativos del nimero Ct al que empieza el aumento en la sefial asociada al
crecimiento exponencial de productos de PCR (usando el software QuantStudio 6 y 7 Flex, segun el manual del
fabricante). Para controlar las diferencias en las cantidades de material de partida, los datos se normalizaron a la
media geométrica de 2 controles endégenos (mMIARN103 y miARN191), cuyos niveles de expresion se ha mostrado
empiricamente que no cambian en funcion del tratamiento. El valor del miARN diana se normaliz6 posteriormente de
forma que el valor del miARN diana en el control fuera igual a un valor de 1. Los resultados se expresaron usando el
método de calculo de AACt (software de andlisis RQ, Applied Biosystems®).

Amplificacion por PCR. Todas las reacciones de PCR se realizaron usando un sistema de PCR en tiempo real
QuantStudio™ 6 Flex y sondas de TagMan (Applied Biosystems®). Las condiciones de ciclado térmico
comprendieron una etapa de desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min y 45 ciclos a 95 °C durante 15 s y
65 °C durante 1 min. Las muestras se probaron por duplicado.

12.1: Resultados

Se inhibe la expresion de miR-92a por tanto antagomir-92a libre como encapsulado a 10 nM con una reduccion
aproximada de 90 %.

La expresion de miR-92a es indetectable después de tanto antagomir-92a libre como encapsulado a 150 nM.
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Ni la expresion de miR-17 ni de miR-20a se redujo significativamente por el tratamiento con antagomir-92a.
Estos datos se resumen en la Figura 11.

Ejemplo 13: Evaluacion in vitro de los efectos de tres antagomires encapsulados (antagomir 17, 20a y 92a) sobre su
expresion respectiva de miR.

13.1 Preparacion de microesferas cargadas con antagomir-17

Se prepararon microesferas por un método de emulsién/evaporacién de disolvente usando un copolimero de PLGA
50:50 (i.v. 0,2 dl/g). Se emulsioné una disolucién de antagomir-17 (HSA-miR-17-5p; masa molecular: 5305 Da;
secuencia: CTGCACTGTAAGCACT; de Exigon) en la disoluciéon organica de PLGA. La emulsion obtenida se
incorpord a su vez en una fase acuosa de dispersion y se homogeneizd para obtener el tamano de particulas
deseado. Finalmente, después de la evaporacién del disolvente, se liofilizaron las microesferas obtenidas. El
diametro promedio de las microesferas fue 10 um y el contenido de antagomir-17 fue 7,3 %.

13.2 Preparacion de microesferas cargadas con antagomir-20a

Se prepararon microesferas por un método de emulsién/evaporacién de disolvente usando un copolimero de PLGA
50:50 (i.v. 0,2 dl/g). Se emulsioné una disolucion de antagomir-20a (HSA-miR-20a; masa molecular: 5289 Da;
secuencia: CTGCACTATAAGCACT; de Exigon) en la disolucién organica de PLGA. La emulsion obtenida se
incorpord a su vez en una fase acuosa de dispersion y se homogeneizd para obtener el tamano de particulas
deseado. Finalmente, después de la evaporacién del disolvente, se liofilizaron las microesferas obtenidas. El
diametro promedio de las microesferas fue 10 um y el contenido de antagomir-20a fue 6,8 %.

13.3 Resultados
El material y método es el mismo que en el Ejemplo 12.

- miR-17 se inhibe a 76 % por antagomir-17 encapsulado a 10 nM. Se suprime totalmente la expresién de miR17
por tratamiento con antagomir-17 encapsulado a 150 nM.

- miR-20a se inhibe a 7 % por tratamiento con antagomir-20a encapsulado a 10 nM y a 87 % por tratamiento con
antagomir-20a encapsulado a 150 nM.

Los resultados se representan en la Figura 12.

Ejemplo 14: Evaluacion in vitro de tres lotes de microesferas de antagomir-92a, con las caracteristicas de carga,
tamano y relacion lactida/glicolida.

14.1 Preparacion de microesferas con carga baja de antagomir-92a (L13250 : Polimero: RESOMER RG502H)

Se prepararon microesferas por un método de emulsién/evaporacién de disolvente usando un copolimero de PLGA
50:50 (i.v. 0,2 dl/g) como se describe en el Ejemplo 1, pero usando cantidad de farmaco inicial mas baja y una
velocidad de agitacion mas alta con el fin de preparar microesferas mas pequefias con un bajo contenido de
antagomir-92a. El diametro promedio de las microesferas fue 7 um y el contenido de antagomir-92a fue 1,5 %.

14.2 Preparacion de microesferas con carga alta de antagomir-92a (L13262 : Polimero: RESOMER RG502H)

Se prepararon microesferas por un método de emulsién/evaporacion de disolvente usando un copolimero de PLGA
50:50 (i.v. 0,2 dl/g) como se describe en el Ejemplo 1, pero usando cantidad de farmaco inicial mas alta y una
velocidad de agitacion mas baja con el fin de preparar microesferas mayores con alto contenido de antagomir-92a.
El diametro promedio de las microesferas fue 15,6 pm y el contenido de antagomir-92a fue 9,8 %.

14.3 Preparacion de microesferas cargadas con antagomir-92a usando un polimero de larga duracién (L13230:
Polimero : LACTEL B6006)

Se prepararon microesferas por un método de emulsién/evaporacion de disolvente como se describe en el Ejemplo
1, pero usando un copolimero de PLGA 85:15 con un alto peso molecular (i.v. 0,64 dl/g), previsto para una liberacion
de farmaco lenta. El diametro promedio de las microesferas fue 12 pm y el contenido de antagomir-92a fue 3,1 %.

14.4 Resultados

Se probaron los tres lotes de microesferas de antagomir-92a, con las caracteristicas de carga, tamario y relacién
lactida/glicolida.

Segun el contenido de microesferas, L13250 se ha probado a 2 y 30 nM, L13262 a 14y 210 nM, y L13230 a 4 y 66
nM,

L13250, L13262 y L13230 suprimieron totalmente la expresion de miR92a.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende una cantidad eficaz de al menos un inhibidor de un miARN involucrado en la
angiogénesis y presentacion de una actividad antiangiogénica, o su precursor; en el que dicho inhibidor es un
oligonucledtido antisentido que es complementario a dicho miARN, o su precursor, y se microencapsula en
microesferas poliméricas biodegradables y biocompatibles, en la que dichas microesferas estan hechas de un
copolimero seleccionado de entre poli-d,l-lactida (PLA) y poli-d,l-lactida-co-glicolida (PLGA), combinandose dicho
polimero opcionalmente con uno o varios de otros polimeros.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho miARN se selecciona en la familia que comprende miR-92
(incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2), miR-374
(incluyendo miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34
(incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y
miR-15b).

3. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho miARN consiste en la forma madura:

a) miR-92a que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 21,22 0 23 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 21, 22 o0 23;

b) miR-92b que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 24 o 25 o una
secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 24 o 25;

¢) miR-17 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 26 o0 27 o una
secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 26 o 27;

d) miR-503 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 28 0 29 o una
secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 28 o 29;

e) miR-16 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 30, 31 0 32 0
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 30, 31 o 32;

f) miR-374 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 33, 34, 35, 36,
37 o0 38 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 33, 34,
35, 36, 37 0 38;

g) miR-24 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 39, 40, 41 o 42
0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 39, 40, 41 o 42;

h) miR-483 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 43 0 44 o una
secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucle6tidos con una de SEQ ID NO. 43 o 44;

i) miR-34 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 45, 46, 47, 48,
49 o0 50 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 45, 46,
47, 48, 49 o 50;

j) miR-20 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 51, 52, 53 0 54 o
una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucledtidos con una de SEQ ID NO. 51, 52, 53 0 54; y

k) miR-15 que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 55, 56, 57 o 58
0 una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de nucleétidos con una de SEQ ID NO. 55, 56, 57 o 58.

4. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho precursor de miARN consiste en:

a) mir-92a-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 1, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 1;

b) mir-92a-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 2, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucle6tidos con SEQ ID NO. 2;

¢) mir-92b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 3, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 3;

d) mir-17 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 4 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad de
nucleétidos con SEQ ID NO. 4;

e) mir-503 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 5 o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 5;
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f) mir-16-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 6, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 6; y

g) mir-16-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 7, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 7

h) mir-374a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 8, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 8

i) mir-374b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 9, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 9

j) mir-374c que comprende la secuencia SEQ ID NO. 10, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 10

k) mir-24-1 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 11, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 11

[) mir-24-2 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 12, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 12

m) mir-483 que comprende la secuencia SEQ ID NO. 13, o una secuencia que tiene al menos 90 % de
identidad de nucleétidos con SEQ ID NO. 13

n) mir-34a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 14, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucledtidos con SEQ ID NO. 14

0) mir-34b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 15, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 15

p) mir-34c que comprende la secuencia SEQ ID NO. 16, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 16

q) mir-20a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 17, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 17

r) mir-20b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 18, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 18

s) mir-15a que comprende la secuencia SEQ ID NO. 19, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 19,y

t) mir-15b que comprende la secuencia SEQ ID NO. 20, o una secuencia que tiene al menos 90 % de identidad
de nucleétidos con SEQ ID NO. 20.

5. La composicién de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho inhibidor de un miARN es un oligonucleétido
antisentido de 8-49 nucleétidos de longitud que tiene una secuencia dirigida a dicho miARN, o su precursor.

6. La composicion de la reivindicacion 5, en la que dicho oligonucleétido es un oligonucleétido antisentido que es al
menos parcialmente complementario a la secuencia del miARN diana, o su precursor.

7. La composicion de la reivindicacion 5, en la que dicho oligonucleétido antisentido se selecciona del grupo que
consiste en un ribonucledtido, un desoxirribonucleétido, un ARN pequefio, un antagomir, un LNA, un PNA, un
oligonucleétido de morfolino o una combinacion de los mismos.

8. La composicidon de la reivindicacion 5, en la que dicho oligonucleétido antisentido es un antagomir.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en la que dicho antagomir comprende una secuencia de nucleétidos que
comprende al menos 16 nucledtidos contiguos complementarios a los nucleétidos de una secuencia seleccionada
del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1 a 58.

10. La composicion de la reivindicacién 9, en la que dicho antagomir comprende la secuencia SEQ ID NO. 59 0 60 y
modificaciones que excluyen sustituciones de bases de la misma, y fragmentos que consisten en subsecuencias de
SEQ ID NO: 59 o 60 de al menos 8 nucledtidos contiguos de la misma.

11. La composicion de las reivindicaciones 1 a 10, en la que dichas microesferas presentan un didametro que no
supera 25 ym.

12. La composicién de las reivindicaciones 1 a 10, en la que al menos 50 % de dichas microesferas presentan un
diametro comprendido entre 5y 20 um, preferencialmente entre 5y 15 um.
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13. La composicion de las reivindicaciones 1 a 12, en la que las microesferas incorporan desde 1 % hasta 15 % p/p
de inhibidor.

14. La composicion de las reivindicaciones 1 a 12, en la que las microesferas incorporan desde 1 % hasta 10 % p/p
de inhibidor.

15. La composicién de las reivindicaciones 1 a 14, en la que dichas microesferas estan hechas de una mezcla de
polimeros que consisten en poli-d,l-lactida-co-glicolida (PLGA) y poli-d,l-lactida (PLA).

16. La composicion de la reivindicacién 15, en la que la relacién de lactida:glicolida en el polimero de PLGA
comprende entre 50:50 y 95:5 de relacion molar.

17. La composicion de las reivindicaciones 15 o 16, en la que la viscosidad inherente del polimero comprende entre
0,1y 0,70 di/g.

18. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes para su uso en el tratamiento del infarto
de miocardio.

19. La composicion de la reivindicacion 18, en la que dicho infarto de miocardio consiste en infarto agudo de
miocardio.

20. La composicion de las reivindicaciones 1 a 17 para su uso para invertir o prevenir la remodelacion ventricular en
un sujeto en necesidad del mismo.

21. Una poblacién de microesferas biodegradables y biocompatibles para su uso en el tratamiento o la prevencién de
infarto de miocardio, en la que dichas microesferas:

- tienen un didmetro promedio comprendido entre 5y 15 um;
- estan hechas de poli-d,l-lactida-co-glicolida (PLGA); poli-d,l-lactida (PLA) o una mezcla de las mismas;

- incorporan desde 1% hasta 15 p/p de un agente terapéutico capaz de prevenir la remodelacion
ventricular,

en la que dicho agente terapéutico consiste en un inhibidor de un miARN seleccionado del grupo que consiste en
miR-92 (incluyendo miR-92a-1, miR-92a-2 y miR-92b), miR-17, miR-503, miR-16 (incluyendo miR-16-1 y miR-16-2),
miR-374 (incluyendo miR-374a, miR-374b y miR-374c), miR-24 (incluyendo miR-24-1 y miR-24-2), miR-483, miR-34
(incluyendo miR-34a, miR-34b y miR-34c), miR-20 (incluyendo miR-20a y miR-20b), miR-15 (incluyendo miR-15a y
miR-15b) y més preferencialmente miR-92a, o su precursor.

22. Las microesferas de la reivindicacién 21, en las que dicho inhibidor es un antagomir.

23. Un kit que comprende al menos i) una composicién segun la reivindicacion 1 a 17 y/o microesferas segun las
reivindicaciones 21 0 22 y ii) una jeringa o vial o ampolla en el que se dispone la composicion.

24. El kit de la reivindicacion 25, que comprende ademas un disolvente dispuesto en un recipiente de disolvente.
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Administracion de microesferas de albumina: 15 mg x 6 + 30 mg x 1 + SF 10 ml + SF 20 ml + Isq 5 min / Rep 10 min
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Administracion de microesferas de albtiimina: SF10 ml+15mgx6+30mgx2+15mgx4 + 30 mg x 1
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Resistencia microcirculatoria
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Expresion relativa de miR
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Expresion relativa de miR
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