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DESCRIPCION

Micro-ARN MIR-15 y composiciones que lo comprenden para el tratamiento de enfermedades asociadas con la
hormona liberadora de corticotropina

Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a micro-ARN y, mas concretamente, pero no
exclusivamente, al uso de los mismos para el diagndstico, el tratamiento y el tratamiento de seguimiento de
enfermedades.

Los trastornos del estado de animo, tales como la depresion mayor, representan algunos de los problemas de salud
mas comunes y proliferantes en todo el mundo, que afectan aproximadamente a 10% de la poblacién. A pesar de
muchas décadas de investigacion, los mecanismos detras del inicio de la depresion, la susceptibilidad y las terapias
disponibles solo se entienden parcialmente. Actualmente solo aproximadamente un tercio de los pacientes responde
a los tratamientos disponibles, por lo tanto, existe una gran necesidad de una mejor comprension de la patologia. El
dogma actual sobre la etiologia de la depresion es una interaccion compleja entre los factores ambientales y la
predisposicién genética, lo que sugiere un papel mecanicista para los procesos epigenéticos.

La serotonina (5HT) es un neurotransmisor monoaminico producido en el cerebro por el nucleo del rafe (NR), que se
proyecta ampliamente en todo el cerebro para modular una variedad de funciones cognitivas, emocionales y
fisiolégicas. El vinculo entre la actividad serotonérgica no regulada y la depresion esta bien establecido [Michelsen
KA. et al., Brain Res Rev (2007) 55(2):329-42]. Los niveles de 5HT, asi como los circuitos genéticos encargados de
su produccion, secrecion, recaptacion y desactivacion, estan desregulados en la depresion. Ademas, la mayoria de
los farmacos antidepresivos actualmente disponibles se dirigen a la funcién de las proteinas relacionadas con el
sistema 5HT, lo que da como resultado un aumento de los niveles de SHT en la sinapsis [Krishnan V y Nestler EJ,
Nature (2008) 455:894-902]. Las terapias disponibles requieren un largo periodo de administracién antes de que se
observe alivio de los sintomas.

Los microARN (miR) son un subconjunto de moléculas de ARN pequefias enddgenas (aproximadamente 22
nucledtidos) que reprimen la expresion génica después de la transcripcion. Los miR se transcriben como moléculas
de miR primarias que se procesan en el nlcleo celular a miR precursores con estructuras de tallo-bucle, que se
exportan al citoplasma, donde se procesan adicionalmente a los miR maduros activos. El miR maduro se incorpora
posteriormente al complejo de silenciamiento inducido por ARN y funciona principalmente mediante la union a las
regiones no traducidas 3' (3'UTR) de moléculas de ARNm especificas. La unién se produce a través de la secuencia
semilla, una secuencia de 6-8 nucledtidos en el extremo 5' del miR, cuyas bases se emparejan con una secuencia
semilla coincidente complementaria en la 3'UTR del ARNm diana. La unién de un miR conduce a una
desestabilizacion directa del ARNm o a la represion de la traduccién, lo que finalmente produce una reduccion de los
niveles de proteina del gen diana.

Los miR son abundantes en el sistema nervioso, y la investigacion inicial se ha centrado principalmente en las
neuronas en el contexto del desarrollo, el cancer y los trastornos neurodegenerativos y procesos normales tales
como la plasticidad [Kosik KS. Nat Rev Neurosci (2006) 7:911-20]. Ademas, se ha sugerido que los miR
desempefian un papel en trastornos psiquiatricos tales como la esquizofrenia, el autismo y también la depresién y la
ansiedad, tanto en seres humanos como en modelos de ratones [Miller BH y Wahlestedt C, Brain Res (2010)
1338:89-99]. Varios estudios han demostrado recientemente la participacion de los miR en la regulacion de los
genes relacionados con 5HT [Millan MJ. Curr Opin Pharmacol (2011) 11(1):11-22] revelando el papel emergente de
los miR en la regulacion del sistema 5HT y su posible asociacion con trastornos relacionados con la depresion.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 20100222413 (de Stoffel M. et al.) describen oligonucledtidos
modificados quimicamente para modular la expresion de micro-ARN. El documento U.S. 20100222413 describe
adicionalmente métodos para silenciar los micro-ARN (por ejemplo, miR-122, miR-16, miR-192 y miR-194) para el
tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central.

Compendio de la invencion
La presente invencion se refiere al tema tratado como se define en las reivindicaciones.

La presente invencion se refiere a un miR-15, un precursor del mismo, o un polinucleétido exdgeno que codifican
dicho miR-15 o dicho precursor del mismo, para su uso en el tratamiento de una afecciéon médica seleccionada del
grupo que consiste en depresion, ansiedad, deterioro de la funcidon cognitiva, ataque de panico, comportamiento
compulsivo, adicciéon, fobia social, trastorno del suefio, trastorno relacionado con la alimentacién, trastorno del
crecimiento y trastorno reproductivo.
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La presente invencién también se refiere a una construccion de acido nucleico que comprende una secuencia de
acido nucleico que codifica el miR-15 o su precursor para su uso de acuerdo con la invencién, estando dicha
secuencia de acido nucleico bajo el control transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

Adicionalmente, la presente invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende la construccion de
acido nucleico para su uso de acuerdo con la invencién y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptables.

La presente invencion también se refiere a una célula aislada que comprende una construcciéon de acido nucleico
que expresa el miR-15 o su precursor bajo el control transcripcional de un elemento regulador que actta en cis para
su uso de acuerdo con la invencion. Preferiblemente, dicha célula es una célula glial.

La presente invencion también se refiere a la construccion de acido nucleico para su uso de acuerdo con la
invencion, o a la célula aislada de acuerdo con la invencién, en donde dicho elemento regulador que actda en cis es
activo en una célula glial o una célula cardiaca.

La presente invencién también se refiere al miR-15 para su uso de acuerdo con la invencién, a la construccion de
acido nucleico de acuerdo con la invencion, o a la célula aislada de acuerdo con la invencion, en donde dicho miR-
15 es el indicado en SEQ ID NO: 77-80.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere al miR-15 para su uso de acuerdo con la invencién, a la
construccion de acido nucleico de acuerdo con la invencion o la célula aislada de acuerdo con la invenciéon, en
donde dicho miR-15 comprende una modificacion seleccionada del grupo que consiste en un esqueleto modificado,
un enlace internucleosidico modificado y una base modificada. Preferiblemente, dicho esqueleto modificado
comprende una modificacion seleccionada del grupo que consiste en un fosforotioato, un fosforotioato quiral, un
fosforoditioato, un fosfotriéster, un aminoalquilfosfotriéster, un metilfosfonato, un alquilfosfonato, un fosfonato quiral,
un fosfinato, un fosforamidato, un aminoalquilfosforamidato, un tionofosforamidato, un tioalquilfosfonato, un
tioalquilfosfotriéster, un boranofosfato, un fosfodiéster, un acido peptidonucleico (PNA) y un 2'-O-metoxietilo.

La presente invencion también se refiere al miR-15 o al uso de acuerdo con la invencion, a la construccion de acido
nucleico de acuerdo con la invencion, o a la célula aislada de acuerdo con la invencion, en donde dicho miR-15
comprende una modificacién tanto en un aztcar como en un enlace internucleosidico.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
tratar una afeccion médica en el que un aumento del nivel de serotonina es terapéuticamente beneficioso en un
sujeto que lo necesite, comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un polinucleétido
exogeno que codifica al menos un microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN se selecciona del
grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-26 y miR-182, tratando asi la afeccion médica.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcidon, se proporciona un uso de un
polinucledtido exdgeno que codifica al menos un microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN se
selecciona del grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-26 y miR-182, para la fabricacién de un medicamento
identificado para tratar una afecciéon médica en la que una elevacion del nivel de serotonina es terapéuticamente
beneficiosa.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
aumentar el nivel de serotonina en una hendidura sinaptica de un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método
administrar o expresar en una neurona serotonérgica del sujeto un polinucleétido exdgeno que codifica al menos un
microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN se selecciona del grupo que consiste en miR-135, miR-
335, miR-26 y miR-182, aumentando asi el nivel de serotonina en la hendidura sinaptica.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona una célula glial
aislada que comprende una construccién de acido nucleico que expresa al menos un microARN o un precursor del
mismo, en donde el microARN se selecciona del grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-26 y miR-182 bajo el
control transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un polinucleétido
aislado que codifica al menos un microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN se selecciona del
grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-26 y miR-182, para tratar una afeccion médica en la que una
elevacion del nivel de serotonina es terapéuticamente beneficiosa.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
tratar una afeccion médica en la que un nivel bajo de adrenalina o noradrenalina es terapéuticamente beneficioso en
un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un
polinucleétido exégeno que codifica un miR-19 o un precursor del mismo, tratando asi la afeccién médica.
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De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcidon, se proporciona un uso de un
polinucledtido exdgeno que codifica un miR-19 o un precursor del mismo para la fabricacion de un medicamento
identificado para tratar una afeccion médica en la que un bajo un nivel bajo de adrenalina o noradrenalina es
terapéuticamente beneficioso.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona una célula aislada
que comprende una construccion de acido nucleico que expresa un miR-19 o un precursor del mismo bajo el control
transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un polinucleétido
aislado que codifica un miR-19 o un precursor del mismo para tratar una afeccién médica en la que un nivel bajo de
adrenalina o noradrenalina es terapéuticamente beneficioso.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
tratar una afeccion médica en la que un nivel bajo de hormona liberadora de corticotropina (CRH) es
terapéuticamente beneficioso en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el método administrar o expresar en una
célula del sujeto, un polinucledtido exdgeno que codifica un miR-15 o un precursor del mismo, tratando asi la
afeccion médica.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcidon, se proporciona un uso de un
polinucledtido exdgeno que codifica un miR-15 o un precursor del mismo para la fabricacion de un medicamento
identificado para tratar una afeccion médica en la cual un nivel bajo de hormona liberadora de corticotropina (CRH)
es terapéuticamente beneficioso.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona una célula aislada
que comprende una construccion de acido nucleico que expresa un miR-15 o un precursor del mismo bajo el control
transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un polinucleétido
aislado que codifica un miR-15 o un precursor del mismo para tratar una afeccién médica en la que un nivel bajo de
hormona liberadora de corticotropina (CRH) es terapéuticamente beneficioso.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
tratar una afeccion médica en el que un nivel bajo de receptor de glutamato es terapéuticamente beneficioso en un
sujeto que lo necesite, comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un polinucleétido
exogeno que codifica un miR-181 o un precursor del mismo, tratando asi la afeccion médica.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcidon, se proporciona un uso de un
polinucledtido exégeno que codifica un miR-181 o un precursor del mismo para la fabricaciéon de un medicamento
identificado para tratar una afeccién médica en la que un nivel bajo de receptor de glutamato es terapéuticamente
beneficioso.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona una célula aislada
que comprende una construccion de acido nucleico que expresa un miR-181 o un precursor del mismo bajo el
control transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un polinucleétido
aislado que codifica un miR-181 o un precursor del mismo para tratar una afeccion médica en la que un nivel bajo de
receptores de glutamato es terapéuticamente beneficioso.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcidn, se proporciona una construccion de
acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un microARN o un precursor del
mismo, en donde el microARN o un precursor del mismo se selecciona del grupo que consiste en miR-135, miR -
335, miR-26, miR-27, miR-181, miR-182, miR-19 y miR-15, estando la secuencia de acido nucleico bajo el control
transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcién, se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende la construccion de acido nucleico de la presente descripcion y un portador o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de triptéfano hidroxilasa 2 (Tph2) en una célula glial, comprendiendo el método
la modulacién de una actividad o la expresion de un microARN o un precursor del mismo en la célula glial, en donde
el microARN se selecciona del grupo que consiste en miR-181 y miR27, regulando asi la expresion del gen de Tph2.
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De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen receptor de glutamato en una célula glial, comprendiendo el método la
modulacién de una actividad o la expresion de miR-181 o un precursor del mismo en la célula glial, regulando asi la
expresion del gen del receptor de glutamato.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un polinucleétido
aislado que comprende una secuencia de acido nucleico para regular a la baja una expresion de miR-181, miR-27 o
un precursor de los mismos.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcidn, se proporciona una construccion de
acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico para regular a la baja una expresion de un
microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN o un precursor del mismo se selecciona del grupo que
consiste en miR-181 y el miR-27, la secuencia de acido nucleico esta bajo el control transcripcional de un elemento
regulador que actua en cis.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen del transportador de serotonina (Slc6a4) en una célula glial, comprendiendo el
método la modulacion de una actividad o la expresion de un micro-ARN o un precursor del mismo en el célula glial,
en donde el microARN se selecciona del grupo que consiste en miR-135 y miR-335, regulando asi la expresion del
gen de Sic6a4.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
regular la expresion de un gen del receptor inhibidor de serotonina 1a (Htrla) en una célula glial, comprendiendo el
método la modulacion de una actividad o la expresion de un micro-ARN o un precursor del mismo en la célula glial,
en donde el microARN se selecciona del grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-181, miR-182 y miR-26,
regulando asi la expresion del gen de Hitrla.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de la Molécula de Adhesion Celular del Sindrome de Down (Dscam) en una
célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresiéon de un miR-182 o un precursor
del mismo en la célula glial, regulando asi la expresion del gen de Dscam.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de la molécula de adhesion celular L1 (L1cam) en una célula glial,
comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresion de un miR-182 o un precursor del mismo en
la célula glial, regulando asi la expresion del gen de L1cam.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de la proteina X asociada a Translina (Tsnax) en una célula glial,
comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresion de un miR-182 o un precursor del mismo en
la célula glial, regulando asi la expresion del gen de Tsnax.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
regular la expresion de un gen de la monoaminoxilasa (MaoA) en una célula glial, comprendiendo el método la
modulacién de una actividad o la expresion de un miR-27, regulando asi la expresion del gen de MaoA.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen del receptor 1 adrenérgico (Adrb1) en una célula glial o una célula cardiaca,
comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresion de un miR-19, regulando asi la expresion
del gen de Adrb1.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen del receptor cannabinoide tipo 1 (CB1) en una célula glial, comprendiendo el
método la modulacién de una actividad o la expresion de un miR-19 o un precursor del mismo en la célula glial,
regulando asi la expresion del gen de CB1.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen del receptor de tipo 1 de CRH en una célula glial, comprendiendo el método la
modulacién de una actividad o la expresion de un miR-15, regulando asi la expresion del gen del receptor de tipo 1
de CRH.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de la proteina 5 de unién a FK506 (FKBP5) en una célula glial, comprendiendo
el método la modulacién de una actividad o la expresién de un miR-15 o un precursor del mismo en la célula glial,
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regulando asi la expresion del gen de FKBPS5.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de sintaxina 1a (Stx1a) en una célula glial, comprendiendo el método la
modulacién de una actividad o la expresion de un miR-15 o un precursor del mismo. en la célula glial, regulando asi
la expresion del gen de Stxla.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen de quinasa regulada por suero/glucocorticoides (Sgk1) en una célula glial,
comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresion de un miR-15 o un precursor del mismo en
la célula glial, regulando asi la expresion del gen de Sgk1.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método de
regulacion de la expresion de un gen del receptor adrenérgico beta 2 (Adrb2) en una célula glial, comprendiendo el
método la modulacién de una actividad o la expresion de un miR-15 un o precursor del mismo en la célula glial,
regulando asi la expresion del gen de Adrb2.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
controlar el tratamiento de un farmaco antidepresivo, comprendiendo el método: (a) tratar a un sujeto que lo necesite
con un farmaco antidepresivo; y (b) medir un nivel de expresién de un miR-135 en la sangre del sujeto antes y
después del tratamiento, en donde un nivel de expresion mas bajo del miR-135 después del tratamiento con el
medicamento antidepresivo en comparacion con el nivel de expresiéon del miR-135 antes del tratamiento con el
farmaco antidepresivo es indicativo del tratamiento eficaz.

De acuerdo con un aspecto de algunas realizaciones de la presente descripcion, se proporciona un método para
diagnosticar una afeccion médica relacionada con serotonina en un sujeto que lo necesite, comprendiendo el
método medir un nivel de expresion de un miR-135 en una sangre del sujeto, en donde un alto nivel de expresion del
miR-135 en comparacién con el de una muestra de sangre de un sujeto sano es indicativo de la afeccién médica
asociado a la serotonina.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la célula es una célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la célula glial es una neurona serotonérgica.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-135 es el establecido en SEQ ID NO: 58-62.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-335 es el establecido en SEQ ID NO: 63-64.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-26 es el establecido en SEQ ID NO: 65-69.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-182 es el establecido en SEQ ID NO: 70-71.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la afeccion médica se selecciona del grupo que consiste en
depresion, ansiedad, estrés, fatiga, deterioro de la funcién cognitiva, ataque de panico, comportamiento compulsivo,
adiccion, fobia social, trastorno del suefio, trastorno relacionado con la alimentacion, trastorno del crecimiento y

trastorno reproductivo.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando el microARN es miR-135, la afeccién médica es
depresién o ansiedad.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la célula es una célula glial o una célula cardiaca.
De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-19 es el establecido en SEQ ID NO: 72-76.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la afeccion médica se selecciona del grupo que consiste en
estrés, ansiedad, deterioro de la memoria y una afeccion cardiaca.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-15 es el establecido en SEQ ID NO: 77-80. De
acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la afeccion médica se selecciona del grupo que consiste en
depresion, ansiedad, estrés, fatiga, deterioro de la funcién cognitiva, ataque de panico, comportamiento compulsivo,
adiccion, fobia social, trastorno del suefio, trastorno relacionado con la alimentacion, trastorno del crecimiento y
trastorno reproductivo.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el polinucleétido esta bajo el control transcripcional de un
6
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elemento regulador que actua en cis activo en una célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el polinucleétido esta bajo el control transcripcional de un
elemento regulador que actua en cis activo en una célula cardiaca.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-181 es el establecido en SEQ ID NO: 85-94.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la afeccion médica se selecciona del grupo que consiste en
convulsiones, enfermedad de Huntington, Esquizofrenia, Sindrome de X fragil, trastorno de ansiedad generalizada y
cancer.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el elemento regulador que actua en cis esta activo en una
célula glial o una célula cardiaca.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el sujeto es un sujeto humano.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulacién comprende la regulacion por
incremento de la expresion del gen Tph2, la modulacién comprende la regulacién por disminucion del miR-181 y/o el
miR-27 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen Tph2 después de la regulacion por disminucion del miR-181 y/o el miR-27 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el gen del receptor de glutamato se selecciona del grupo
que consiste en el receptor metabotropico de glutamato de tipo 1 (Grm1), el receptor ionotropico de glutamato de
tipo kainato 3 (Grik3), el receptor metabotrépico de glutamato de tipo 5 (Grm5), el receptor ionotrépico de glutamato
de tipo kainato 2 (Grik2) y el receptor metabotropico de glutamato de tipo 7 (Grm7).

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion de la expresion del gen de Sic6a4, la modulacién comprende la regulacién por incremento de miR-135
y/o miR-335 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen de SlIc6a4 después de la regulacion por incremento del miR-135 y/o miR-335 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion la expresion del gen de Htlra, la modulacion comprende la regulacién por incremento de miR-135, miR-
335, miR-181, miR-182 y/o miR-26 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen de Htlra después de la regulacion por incremento del miR-135, miR-335, miR-181, miR-182 y/o miR-26 en la
célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion de la expresion del gen MaoA, la modulacién comprende la regulacion por incremento del miR-27 en la
célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen MaoA después de la regulacion por incremento del miR-27 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion de la expresion del gen Adrb1, la modulacién comprende la regulacion por incremento del miR-19 en la
célula glial o la célula cardiaca.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen Adrb1 después de la regulacién por incremento del miR-19 en la célula glial o la célula cardiaca.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion de la expresion del gen CB1, la modulacion comprende la regulacion por incremento del miR-19 en la
célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen CB1 después de la regulacion por incremento de CB1 en la célula glial.
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De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion de la expresion del gen del receptor de tipo 1 de CRH, la modulacién comprende la regulaciéon por
incremento del miR-15 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen del receptor de tipo 1 de CRH después de la regulacion por incremento del miR-15 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, cuando la regulaciéon comprende la regulacion por
disminucion de la expresion del gen FKBP5, la modulacién comprende la regulacion por incremento del miR-15 en la
célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente medir una expresion
del gen FKBP5 después de la regulacion por incremento del miR-15 en la célula glial.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el método comprende adicionalmente obtener una muestra
de sangre del sujeto antes del tratamiento.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el farmaco antidepresivo se selecciona del grupo que
consiste en inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI), antidepresivos triciclicos e inhibidores de
la recaptacion de noradrenalina (NRI).

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, la afeccion médica asociado a la serotonina es un trastorno
psiquiatrico

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el trastorno psiquiatrico se selecciona del grupo que
consiste en depresion, ansiedad, estrés, fatiga, deterioro de la funcién cognitiva, ataque de panico, comportamiento
compulsivo, adiccion, fobia social, trastorno del suefio y trastorno relacionado con los alimentos.

De acuerdo con algunas realizaciones de la descripcion, el miR-135 comprende miR-135a o miR-135b.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y/o cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que se refiere la invenciéon. Aunque los
métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria se pueden usar en la practica
o en el ensayo de las realizaciones de la invencion, a continuacion se describen métodos y/o materiales ilustrativos.
En caso de conflicto, prevalecera la memoria descriptiva de la patente, incluidas las definiciones. Ademas, los
materiales, métodos y ejemplos son meramente ilustrativos y no se pretende que sean necesariamente limitantes.

Breve descripcion de los dibujos

Algunas realizaciones de la invencion se describen en la presente memoria, solo a modo de ejemplo, con referencia
a los dibujos adjuntos. Haciendo referencia especifica ahora a los dibujos en detalle, se subraya que las indicaciones
mostradas son a titulo de ejemplo y con fines de analisis ilustrativo de las realizaciones de la invencion. A este
respecto, la descripcién tomada con los dibujos hace evidente para los expertos en la técnica como se pueden poner
en practica las realizaciones de la invencion.

En los dibujos:

Las FIG. 1A-l representan la expresion de microARN en las neuronas serotoninérgicas (5HT). La Figura 1A es
una ilustracién grafica de los miARN expresados diferencialmente en las neuronas 5HT. Los valores
normalizados de Lowess se representan como la multiplicidad de cambio en In2 de la intensidad del punto
representada frente a las intensidades logaritmicas medias (grafico MA); la Figura 1B es una validacién de los
resultados de la matriz en la PCR en tiempo real de miR que indica aumento de los niveles de miR-375 en las
neuronas 5HT en comparacion con el control. n = 5 células 5HT, n = 4 no 5HT. Las barras representan la
media + e.t.m.. **P = 0,0071; la Figura 1C es una validacion de los resultados de la matriz en la PCR en
tiempo real de miR que indica reduccién niveles de miR-135a en las neuronas 5HT en comparacién con el
control. N = 5 células 5HT, n =4 no 5HT. **P = 0,0075; la Figura ID es un diagrama de Venn que representa
las predicciones bioinformaticas de cruce para Slc6a4 con los resultados de las micromatrices de 5HT y una
lista de los miR seleccionados para las pruebas in vitro; la Figura 1E es un diagrama de Venn que representa
las predicciones bioinformaticas de cruce para Htrla con los resultados de la micromatriz de 5HT y el listado
de los miR seleccionados para las pruebas in vitro; la Figura 1F es un diagrama de Venn que representa las
predicciones bioinformaticas de cruce para Tph2 con los resultados de las micromatrices de 5HT y una lista
de los miR seleccionados para la pruebas in vitro; la Figura 1G es un diagrama de Venn que representa las
predicciones bioinformaticas de cruce para MaoA con los resultados de las micromatrices de 5HT y una lista
de los miR elegidos para las pruebas in vitro ; la Figura 1H es un grafico que ilustra los resultados del ensayo
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del informador de luciferasa que indican que miR-181c y miR-27b pueden dirigirse a la 3'UTR de Tph2; y la
Figura 1l es un grafico que ilustra los resultados del ensayo del informador de luciferasa que indican que miR-
27b se puede dirigir a Htr1a MaoA.

Las FIG. 2A-H representan la eleccién como diana por el microARN de la 3'UTR de Slc6a (SEQ ID NO: 25) y
la 3'UTR de Htrl1a (SEQ ID NO: 27). La Figura 2A es una ilustracion de la eleccion como diana por miR-135a
y miR-135b (SEQ ID NO: 24 y 26, respectivamente) de la 3'UTR de Slic6a; la Figura 2B es una ilustracién de
la eleccion como diana por miR-135a y miR-135b (SEQ ID NO: 24 y 26, respectivamente) de la 3'UTR de
Htrl1a; la Figura 2C es un grafico que ilustra los resultados del ensayo del informador de luciferasa que
indican que miR-135a y miR-135b pueden elegir como diana la 3'UTR de Slc6a. Los datos del ensayo de
luciferasa representan la actividad de luciferasa de renilla normalizada a la actividad de un informador de
luciferasa de luciérnaga co-transfectado en células HEK293 transfectadas con la 3'UTR del gen descrito y un
vector vacio, o un vector que expresa de manera anormalmente alta un miR especifico. Las barras
representan la media £ e.t.m.. *P = 0,014, ***P = 0,0002, para miR-16 #p <0,0535, para miR-27 #P = 0,0967;
la Figura 2D es un grafico que ilustra los resultados del ensayo del informador de luciferasa que indican que
miR-135a, miR-135b, miR-335, miR-181C y miR-26a pueden elegir como diana la 3'UTR de Htrl1a. ***P
<0,0001, **P = 0,0029; la Figura 2E es una ilustracion de la conservacion 3'UTR de slc6a4 de los
emparejamientos de semilla para miR-135 (SEQ ID NO: 27-41); la Figura 2F es una ilustracién de los
emparejamientos de semilla de la 3'UTR de Htrl1a para miR-135 (SEQ ID NO: 42-54), indicando que la
semilla 1 aparece solo en la 3'UTR del ratén, y la semilla 2 esta altamente conservada; la Figura 2G es un
grafico que ilustra que la mutacién en la combinacion de semillas de miR-135 en la 3'UTR de slc6a bloqueaba
el efecto represor de miR-135a y miR-135b. ***P <0,0001, **P = 0,0032; y la Figura 2H es un grafico que
ilustra la mutacién en los emparejamientos de semilla de miR-135 en la 3'UTR de Htrla individualmente y
ambos juntos, indicando que miR-135b elige como diana Htrla a través de ambos emparejamientos de semilla
y miR-135a solo a través de la semilla 2. ***P <0.0001.

Las FIG. 3A-J representan los niveles de miR-135a y miR-135b en diferentes condiciones. La Figura 3A es un
grafico que ilustra la regulacion por disminucion de los niveles de miR-135a en el NR después de estrés
agudo. Las barras representan la media + e.tm.. (n = 8 en el grupo 0, n = 10 en el grupo 90 y n = 9 en el
grupo 24) ***P <0,0001, *P = 0,0357; la Figura 3B es un grafico que ilustra la regulaciéon por disminucion de
los niveles de miR-135b en el NR después de estrés agudo. ***P <0,0001, **P = 0,0055; la Figura 3C es un
grafico que ilustra la regulacion por incremento de los niveles de miR-135a en el NR después de la
administracion aguda y cronica de imipramina independientemente de si los ratones estuvieron expuestos a
derrota social. (n = 8 en solucién salina crénica de control y imipramina crénica de control, n = 7 imipramina
aguda, n = 11 solucién salina crénica de derrota social, n = 9 en la imipramina crénica de derrota social) **P =
0,003; la Figura 3D es un grafico que ilustra la regulacién por incremento de los niveles de miR-135b en el NR
después de la administracion aguda y crénica de imipramina independientemente de si los ratones estuvieron
expuestos a derrota social. **P = 0,0093; la Figura 3E es un grafico que ilustra el aumento en los niveles de
miR-135a en el NR después de un SSRI de administraciéon aguda o crénica, y no de NRI o solucién salina. (n
= 8 en cada grupo, aparte de la solucion salina aguda n = 7) ***P <0,0001; la Figura 3F es un grafico que
ilustra los niveles de miR-135b no alterados en el NR después de un SSRI o NRI de administracion aguda o
cronica; la Figura 3G es un grafico que ilustra la disminucién de los niveles de miR-135a en el plasma de
ratones que reciben SSRI crénico o agudo en comparacion con los controles. (n = 8 en cada grupo, aparte de
SSRI crénico y NRI n = 7) **P = 0,0004 para SSRI agudo comparado con solucién salina aguda y **P =
0,0006 para el SSRI cronico comparado con la solucién salina crénica; la Figura 3H es un grafico que ilustra
los niveles de miR-135b sin cambios en el plasma de ratones que reciben SSRI crénico o agudo en
comparacion con los controles; la Figura 3| es un grafico de dispersién que demuestra los niveles de miR-
135a de ratones individuales en el NR en comparacién con el plasma lo que indica una correlacion inversa en
ratones que reciben tratamiento con SSRI o solucion salina; y la Figura 3J es un grafico de dispersion que
demuestra que no hay correlacion entre los niveles de miR-135b en el NR y el plasma en ratones que reciben
tratamiento con SSRI en comparacion con los controles.

Las FIG. 4A-H representan la expresion anormalmente alta in vivo de miR-135b. La Figura 4A es una
ilustracion esquematica de los lentivirus para la expresion anormalmente alta de miR-135b; la Figura 4B es un
grafico que ilustra los resultados de PCR en tiempo real que indican la expresion anormalmente alta de miR-
135b in vivo en el nucleo del rafe dorsal (DRN) de ratones adultos. Las barras representan la media + e.t.m. (n
= 5 alos que se ha inyectado GFP y n = 3 miR-135 OE) P = 0,0032; las Figuras 3C-D son ilustraciones de un
sitio de inyeccion en DRN mediante la demostracion de la tincion con GFP en el sitio de las inyecciones.
(Mapa de seccion adoptado de Paxinos); la Figura 4E es un grafico que ilustra la disminucién del tiempo de
inmovilidad en la prueba de suspension de la cola en ratones que expresan de manera anormalmente alta
miR-135b en el NR en comparacioén con los ratones de control. (n = 9 control n = 9 miR-135) P = 0,0088 en el
minuto 3 y P = 0,00330 para el minuto 4; la Figura 4F es un grafico que ilustra la disminucién del tiempo de
inmovilidad en la prueba de suspension de la cola en ratones que expresan de manera anormalmente alta
miR-135b en el NR en comparacién con los ratones de control. P = 0,07351; las Figuras 4G-H son graficos
que ilustran que no hay diferencia en la locomocion de jaula de alojamiento en ratones que expresan de
manera anormalmente alta miR-135b en el NR en comparacién con los controles.

La FIG. 5 representa la 3'UTR de ADRb1 clonada siguiendo el gen de luciferasa. llustracion de la 3'UTR de
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ADRDb1 intacta (superior), que alberga cuatro sitios de unién a miR-19 y una forma mutante (inferior) de la
3'UTR de ADRDb1, que carece de los cuatro sitios de uniéon a miR-19, clonada aguas abajo con respecto al
gen de la luciferasa en el plasmido Psicheck?2.

Las FIG. 6A-E representan que miR-19b elige como diana la 3'UTR de ADRDb1 a través de emparejamientos
de semilla en su 3'UTR; las Figuras 6A-B son graficos que ilustran los niveles de luciferasa normalizados
medidos en células HT22 que expresan bajos niveles endégenos de miR-19 después de la transfeccion con el
plasmido de GFP (Figura 6A) o el plasmido de expresion anormalmente alta de pre-miR-19b (Figura 6A); las
Figuras 6C-E son graficos que ilustran los niveles de luciferasa normalizados medidos en células HEK293T
que expresan altos niveles de miR-19 enddgenos. Transfeccion con el plasmido de control (Figura 6C), sonda
modificada para reducir la expresion del gen de miR-19b (KD "knockown") (Figura 6D) o sonda con
nucledtidos desorganizados ("scrambled") como control y transfeccion (Figura 6E) con el plasmido de miR-
19b miArrest o plasmido miArrest de control. ***P <0,005. La actividad de luciferasa de Renilla se normalizé
mediante los niveles de expresion de luciferasa de luciérnaga y se presenté como la razén de la actividad
alcanzada por la forma mutante de la 3'UTR de Adrb1 (Adrb1-mut) en presencia del tratamiento de control.
Las FIG. 7A-D representan la expresion diferencial de miARN en la amigdala. Las Figuras 7A-B son graficos
que ilustran la expresion diferencial de miARN en la amigdala 90 minutos después del estrés agudo. La
Figura 7A ilustra los resultados de una matriz Agilent. La Figura 7b ilustra los resultados de la matriz
Affymetrix. Los valores normalizados se representan como una razon log2 (estrés frente a control) de la
intensidad del punto representada en funcién de las intensidades promedio en todas las condiciones (N =
2,2). La intensidad de cada miARN se calculé como la intensidad normalizada promedio en todas las
repeticiones bioldgicas. miR-15a y miR-15b estan indicados en color rojo. miR-124, un marcador neuronal
bien establecido no afectado por el protocolo de estrés esta indicado en color blanco; la Figura 7C ilustra que
miR-15a y miR-15b tienen un emparejamiento de semilla semiconservado en la 3'UTR del receptor de la
hormona liberadora de corticotropina [CRHR1, adaptado de targetscan(dot)org]; y la Figura 7D es un grafico
que ilustra la actividad de la luciferasa medida en células HEK293T co-transfectadas con el plasmido de
expresion anormalmente alta miR-15b-EGFP o que expresa GFP de y un plasmido informador de luciferasa
controlado por la 3'UTR de CRFR1. La actividad de luciferasa de Renilla se normalizé mediante los niveles de
expresion de luciferasa de luciérnaga.

La FIG. 8 es un grafico que ilustra los resultados del ensayo del informador de luciferasa que indica que miR-
182 probablemente se refiere a la 3'UTR de Hirl1a. Los datos de los ensayos de luciferasa representan la
actividad de luciferasa de renilla normalizada a la actividad de un informador de luciferasa de luciérnaga
cotransfectado en células HEK293 transfectadas con la 3'UTR del gen descrito y un vector vacio, o un vector
que expresa de manera anormalmente alta un miR especifico.

FIG. 9 es un grafico que ilustra los resultados de PCR en tiempo real de los niveles de expresion de miR-182
en ratones adultos DRN que indican una tendencia a la disminucion de la expresién después de la derrota
social cronica. Los datos representan la media + ETM n = 7 controles y 18 ratones en el grupo de derrota
social, #=p = 0,1.

La FIG. 10 es un diagrama de Venn que representa predicciones de bioinformatica in silico para las dianas de
miR-182 en dos algoritmos y la lista de posibles genes diana altamente relevantes para la funcion neuronal
normal y patolégica que aparecen en esta prediccion.

Las FIG. 11A-C representan la expresion anormalmente alta o la reduccién de la expresion de miR-182. La
Figura 11A es una ilustracion esquematica de lentivirus para la expresién anormalmente alta de miR-182; la
Figura 11B es un gréafico que ilustra los resultados de PCR en tiempo real que indican la expresion
anormalmente alta de miR-182 in vitro en la linea celular N2A; y la Figura 11C es una ilustracion esquematica
de lentivirus para la reduccion de la expresion de miR-182.

Las FIG. 12A-D representan los niveles de miR-19 en la PFC después de la administracion de NRI. La
reboxetina NRI se administré de forma aguda (una vez) o crénica (durante 18 dias). Es de destacar que los
niveles de miR-19a y miR-19b disminuyeron en la PFC después de la administracion aguda de NRI (Figura
12A y Figura 12B, respectivamente) pero aumentaron después de la administracion cronica de NRI (Figura
12C y Figura 12D, respectivamente).

Las FIG. 13A-D representan los niveles de miR-19 en la PFC y la amigdala de ratones sometidos a derrota
social. Los niveles de miR-19a y miR-19b se midieron en muestras de amigdala tomadas de ratones que
fueron sometidos a un paradigma de derrota social. Es de destacar que los niveles de miR-19a y miR-19b en
la PFC se elevaron en ratones categorizados como "susceptibles" a derrota social con respecto a los ratones
de control (Figura 13A y Figura 13B, respectivamente). Los niveles de miR-19 también se elevaron en la
amigdala de ratones categorizados como "susceptibles" a derrota social con respecto a los ratones de control
(Figura 13C y Figura 13D, respectivamente).

FIG. 14 representa miARN-19b dirigido a CB1 3'UTR. La transfeccion de células HT-22 con CB1 3 'UTR y
plasmidos que expresan de manera anormalmente alta el control de miR-19b o GFP conduce a una
disminucion de 50% de los niveles de luciferasa normalizados.

Las FIG. 15A-B son ilustraciones esquematicas de una seccion coronal del cerebro del ratén. La Figura 15A
muestra varios nucleos en el cerebro, incluido el BLA (adaptado del cerebro del ratén por Paxinos y Franklin);
la Figura 15B muestra una distribucion de CB1 en el cerebro (adaptado de Allen Brain Atlas
www.mouse.brain-map.org/). Es de destacar que, por esta distribucion, resulta evidente que CB1 es

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 732 427 T3

abundante en el BLA.

La FIG. 16 es una ilustracién esquematica de un mecanismo propuesto para la consolidacién de la memoria
en el nucleo basolateral de la amigdala (BLA). La corticosterona (CORT) se une a un receptor de
glucocorticoides unido a membrana (mbGR) aun no caracterizado que activa la via Gs-cAMP/PKA para
inducir la sintesis de endocannabinoides (eCB). Los endocannabinoides se liberan a la sinapsis donde se
unen a los receptores CB1 en los terminales GABAérgicos que inhiben la liberacion de GABA. Esta inhibicion
de la liberacion de GABA desinhibe la liberacion de norepinefrina (NE) y aumenta la activacion de NE de los
receptores adrenérgicos postsinapticos, lo que aumenta la consolidacién de las memorias emocionalmente
aversivas.

Las FIG. 17A-B ilustran Ago2 en el complejo RISC. La Figura 17A es una ilustracion esquematica de Ago2 en
el complejo RISC, que media la interaccion entre el miARN y el ARNm; la Figura 17B ilustra un analisis de
transferencia Western realizado con anticuerpo anti-Ago2. Esta IP fue especifica para la proteina Ago2, como
se puede observar al comparar la muestra de cerebro total que se precipitdé una vez con el anticuerpo Ago2 y
una vez con el control de IgG1. Es de destacar que no se detectd la proteina Ago2 en las muestras
precipitadas con el control de IgG1.

Las FIG. 18A-D representan una prueba de evitacion social. Los ratones se colocaron en un laberinto durante
3 minutos solos para la habituacion (Figura 18A y Figura 18B) y se registré y trazé su movimiento. Después
de 3 minutos, se colocé un nuevo raton ICR en la camara al lado del ratén examinado (Figura 18C y Figura
18D) y se registro y representd nuevamente el movimiento del ratén examinado.

La FIG. 19A representa una ilustracion de mapa de calor de miARN seleccionados regulados por incremento
en las matrices.

La FIG. 19B representa una ilustracion de mapa de calor de miARN seleccionados regulados por disminucion
en las matrices.

Las FIG. 20A-B representan una expresion log2 de miR-15a (Figura 20A) y FKBP5 (Figura 20B) a partir de los
resultados de la micromatriz. Cada punto rojo se refiere a una repeticion de una matriz. El grupo de control
(CNT) tuvo 4 repeticiones, el grupo "Susceptible” (SUSC) tuvo 3 repeticiones y el grupo "Resiliente" (RESIL)
tuvo 3 repeticiones. La linea negra mostré la media de las repeticiones en cada grupo.

La FIG. 20C representa una secuencia 3'UTR de FKBP5 de ratén (tomada de targetscan.org).

Las FIG. 21A-B representan los niveles de miR-15a de amigdala (Figura 21A) y FKBP5 (Figura 21B) en
ratones "Susceptibles" con respecto a los ratones de control después del derrota social. Es de destacar que
los niveles de miR-15a se elevaron en la amigdala de ratones sometidos a derrota social y se caracterizaron
como "Susceptibles" (Figura 21A). Los niveles de FKBP5 disminuyeron en la amigdala de ratones sometidos
a derrota social y se caracterizaron como "Susceptibles" (Figura 21B).

La FIG. 22 es una ilustracion esquematica de la 3'UTR de Stxla, Sgk1 y Adrb2, cada una de las cuales
alberga un unico sitio de uniéon a miARN-15.

La FIG. 23 representa los niveles de miR-181 de amigdala en ratones sometidos a derrota social con respecto
a los ratones de control. Cabe destacar que los niveles de miR-181 se elevaron en la amigdala de ratones
sometidos a derrota social.

La FIG. 24 representa diagramas de Venn que representan predicciones de bioinformatica de cruce para los
receptores de glutamato y miR-181.

La FIG. 25 es una ilustracion esquematica de 3'UTR intactos de 6 dianas potenciales de miR-181.

La FIG. 26 representa los niveles de expresiéon de miR182 en el nicleo de rafe después de estrés. Es de
destacar que un estrés agudo de inmovilizacién de 30 minutos condujo a una disminucién de los niveles de
expresion de miR182 en el NR cuando se sometié a ensayo 24 horas después del estrés, de acuerdo con lo
medido mediante PCR en tiempo real. ** = P <0,01; n = 8 en cada grupo.

Las FIG. 27A-C representan los resultados de un ensayo de informador de luciferasa que indica que miR182
elige como diana la 3'UTR de DSCAM, L1CAM y TSNAX. La Figura 27A ilustra datos de ensayos de
luciferasa que representan la actividad de luciferasa de renila normalizada a la actividad de un informador de
luciferasa de luciérnaga co-transfectado en células N2a transfectadas con la 3'UTR de los genes descritos y
un vector vacio, o un vector que expresa de manera anormalmente alta un miR especifico. La mutacion en el
emparejamiento de semilla de miR182 en la 3'UTR de L1cam (Figura 27B) y Tsnax (Figura 27C) bloque¢ el
efecto represor de miR182. Las barras representan la media + e.t.m.. *P <0,05, **P <0,01, ***P <0,001.

Las FIG. 28A-D representan la expresion de miR135 en la amigdala (AMY) y la corteza prefrontal (PFC). La
Figura 28A ilustra que el SSRI y el NRI agudos aumentaron los niveles de miR135a en la AMY; la Figura 28B
ilustra que los niveles de miR135b en la AMY estaban regulados por incremento por la administracion aguda
de SSRI o NRI en comparacioén con la solucion salina; la Figura 28C ilustra que el SSRI cronico disminuy6 los
niveles de miR135a en la PFC; y la Figura 28D ilustra que los niveles de miR135b en la PFC fueron regulados
por incremento por SSRI o NRI agudos y disminuidos por el tratamiento crénico de SSRI. n = 7-8 en cada
grupo * = P <0,05; ** = P <0,01; *** = P <0,0001.

Las FIG. 29A-B representan el aumento de los niveles de miR135 en el sistema circulatorio de los ratones
después de la derrota social. Los niveles de miR135a (Figura 29A) y miR135b (Figura 29B) en el plasma de
ratones dos semanas después del derrota social aumentaron significativamente en comparacion con los
ratones de control (** = P <0,01 n = 7-16 en cada grupo).

Las FIG. 30A-E representan la validacion de miR135 KD in vitro e in vivo. Las Figuras 30A-B ilustran los
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resultados de un ensayo de informador de luciferasa que indica que la eleccion como diana por miR135 de
Htrla (Figura 30A) y slc6a4 (Figura 30B) fue bloqueada por la construccion miR135b KD; la Figura 30C es una
ilustracion esquematica de miR135bKD y de los vectores virales de control; y las Figuras 30D-E son
ilustraciones de un sitio de inyeccion de DRN (Figura 30D adoptada de Paxinos), y la Figura 30E es una
tincion con GFP de DRN infectado con lentivirus KRRRDD-455D.

Las FIG. 31A-G representan un comportamiento similar a la ansiedad y una respuesta atenuada a SSRI en
ratones miR135KD. La Figura 31A ilustra que el comportamiento de los ratones miR135KD fue similar al de
los ratones de control en la prueba de campo abierto; la Figura 31B ilustra un aumento del comportamiento
similar a la ansiedad en ratones miR135KD en comparacién con los ratones de control en el laberinto de
pulso elevado; la Figura 31C ilustra que en la prueba de transferencia de luz oscura, los ratones miR135KD
de prueba pasaron mas tiempo en la camara iluminada en comparacién con los ratones de control en
condiciones de estrés basal, pero no después de estrés agudo; la Figura 31D ilustra que los ratones
miR135KD visitaron la camara iluminada mas veces en comparacién con los ratones de control, en
condiciones de estrés basal, pero no después de estrés agudo; la Figura 31E ilustra que los ratones
miR135KD viajaron menos distancia en la camara iluminada en comparacion con los ratones de control, en
condiciones de estrés basal, pero no después de estrés agudo; la Figura 31F ilustra que no hay ninguna
diferencia entre los ratones miR135KD vy los ratones control en la prueba de suspension de la cola tanto en
condiciones basales como después de la administracién de SSRI, aunque se observé una reduccion del
tiempo de inmovilidad después del tratamiento con SSRI en comparacién con la condiciéon basal en ambos
grupos. (Figuras 31F-G). El tiempo de inmovilidad se redujo con el SSRI en ambos grupos, sin embargo, la
reduccion se atenud en los ratones miR135KD en comparacion con los controles en los ultimos 2 minutos de
la prueba ~ = p <0,1 * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p <0,001. n = 10-11 en cada grupo.

La FIG. 32 es una ilustracion esquematica del sistema de expresidon anormalmente alta inducible de los
ratones miR135. Ratones transgénicos que expresan una parada traduccional flanqueada por Lox P ("floxed")
antes de la secuencia de miR135a y el informador GFP. Los ratones transgénicos mutantes expresan
miR135a solo en células positivas para ePet de 5-HT.

Las FIG. 33A-C representan la validacién de una linea de ratones que expresan de manera anormalmente
alta miR135 en neuronas 5-HT. La Figura 33A ilustra que miR135 se expres6 de manera anormalmente alta
en el NR de los ratones miR1350E en comparacion con los ratones de control. Las Figuras 33B-C ilustran
que el ARNm de los genes diana de miR 135 se regulé por disminucion en el NR de ratones miR1350E, tanto
Slic6a4 (Figura 33B) como Htrla (Figura 33C). # = p <0,1 * = p <0,05; n = 4 en cada grupo

Las FIG. 34A-E representan una disminucion de la ansiedad y un comportamiento similar a la depresion
después del derrota social en los ratones miR1350E. La Figura 34A muestra que los ratones miR1350E
tienen una disminucién del comportamiento similar a la ansiedad en la prueba de campo abierto; la Figura
34B muestra menos comportamientos similar a la ansiedad en comparaciéon con el control de los ratones
miR1350E en una prueba de transferencia de luz oscura; la Figura 34C muestra un comportamiento de
disminucioén similar a la ansiedad en comparaciéon con el control en el laberinto de pulso elevado de los
ratones miR1350E; la Figura 34D muestra la tendencia a disminuir el tiempo de inmovilidad de los ratones
miR1350E en comparacion con los controles en la prueba de suspension de cola; y la Figura 34E muestra la
reduccion del tiempo de inmovilidad en los ratones miR1350E en comparacion con los controles en la prueba
de natacion forzada. # = p <0,1 * = p <0,05; ** = p <0,01 n = 7-11 en cada grupo.

Descripcion de las realizaciones especificas de la invencion

La presente invencion, en algunas realizaciones de la misma, se refiere a micro-ARN y, mas concretamente, pero no
exclusivamente, al uso de los mismos para el diagndstico, control y tratamiento de la enfermedad.

Los principios y el funcionamiento de la presente invencion pueden entenderse mejor con referencia a los dibujos y
las descripciones que se acompanan.

Antes de explicar al menos una realizacién de la invencion en detalle, se debe entender que la invencién no esta
necesariamente limitada en su aplicacion a los detalles expuestos en la siguiente descripcion o ilustrados por los
Ejemplos. La invencion es susceptible de otras realizaciones o de ser puesta en practica o llevada a cabo de varias
maneras. Ademas, se debe entender que la fraseologia y la terminologia empleadas en la presente memoria tienen
el proposito de ser descriptivas y no se deben considerar limitantes.

El vinculo entre actividad serotoninérgica desregulada y trastornos psiquiatricos, tales como la ansiedad y la
depresion, se ha establecido previamente, pero los mecanismos moleculares que subyacen a estas patologias no se
conocen completamente. Los microARN (miR) son un subconjunto de pequefias moléculas de ARN que regulan la
expresion génica después de la transcripcion y son abundantes en el cerebro.

Se bien la presente invencion se reduce a la practica, los autores de la presente invencion han descubierto que los
microARN especificos (miR) estan implicados en la regulacion de los genes relacionados con la serotonina (5HT) en
las células gliales y, por lo tanto, estan implicados en la modulacién de los trastornos médicos asociados con niveles
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aberrantes de serotonina, como los trastornos psiquiatricos.

Como se ilustra a continuacion y en la seccién de Ejemplos que sigue, los autores de la presente invencion
determinaron el patron de expresién de miR en neuronas 5HT, obtenido del nucleo del rafe (NR) de ratones
informadores de 5HT (ePET-YFP), empleando micromatrices de miR (véanse las Tablas 2A-B en la seccion de
ejemplos que sigue). El perfil de expresién de miR Unico de las neuronas serotonérgicas obtenidas de la matriz se
analiz6 bioinformaticamente para identificar los miR que supuestamente se dirigen a genes relacionados
serotoninérgicos clave, tales como el transportador de serotonina (Slc6a4, Figura 1D), el receptor automatico de
serotonina (Htrla, Figura 1E), triptéfano hidroxilasa 2 (Tph2, Figura 1F) y monoamina hidroxilasa (MaoA, Figura 1G).
La segmentacion de miARN de los 3'UTR para estos genes se sometid a ensayo adicionalmente in vitro ilustrando
los miR especificos (p. gj., miR-135) que especificamente se dirigen y regulan los genes neuronales 5HT (véanse las
Figuras 1H-1 y las Figuras 2C-D). Los autores de la presente invencion han ilustrado adicionalmente que los niveles
de expresion de miR-135 estan se alteran en el NR y en plasma después de estrés agudo (Figuras 3A-D) y después
del tratamiento con antidepresivos (Figuras 3E-J). En vivo la expresion anormalmente alta de miR-135 en el NR de
ratones adultos redujo los comportamientos similares a la depresion después de la derrota social (Figuras 4A-H).
Ademas, los autores de la presente invencion han ilustrado la actividad de miR-182 como regulador de la actividad
neuronal (a través de la represion directa de Htrla, Figura 8) y del comportamiento psicopatolégico (Figura 9) y de
miR-15 como regulador de la respuesta al estrés [a través de represion de CRH1R (Figuras 7A-B), proteina de unién
5 FK506 (FKBP5) (Figuras 21A-B) y Stx1a, Sgk1 y Adrb2 (Figura 22)]. Los autores de la presente invencion también
han ilustrado la eleccion como diana especifica del receptor beta adrenérgico (Adrb1) y el receptor cannabinoide 1
(CB1) por miR-19. La expresidon anormalmente alta de miR-19 reprimié Adrb1 (Figuras 6A-C), mientras que la
reduccion de la expresion de miR-19 mejoro la expresion de Adrb1 (Figuras 6D-E). La expresion anormalmente alta
de miR-19 también reprimié CB1 (Figura 14). Los autores de la presente invencion también han descubierto dianas
para miR-181. Especificamente, los autores de la presente invencién han ilustrado que miR-181 regula
especificamente los receptores de glutamato (Figuras 24 y 25). En conjunto, estos resultados justifican el uso de
miARN o secuencias reguladoras de los mismos, tales como miR-135, miR-335, miR-181, miR-182, miR-26, miR-27,
miR-15 y miR-19, como modalidades terapéuticas.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una
afeccion médica en el que una elevacion del nivel de serotonina es terapéuticamente beneficiosa en un sujeto que lo
necesite, comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un polinucleétido exdgeno que
codifica al menos un microARN o un precursor del mismo.

De acuerdo con una realizacion especifica, para tratar una afeccion médica en el que una elevacion del nivel de
serotonina es terapéuticamente beneficiosa, el microARN comprende miR-135, miR-335, miR-26 y miR-182.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una afeccion médica
en el que un nivel bajo de adrenalina o noradrenalina es terapéuticamente beneficioso en un sujeto que lo necesite,
comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un polinucleétido exégeno que codifica un
microARN o un precursor del mismo.

De acuerdo con una realizacion especifica, para tratar una afeccion médica en el que un nivel bajo de adrenalina o
noradrenalina es terapéuticamente beneficioso, el microARN comprende miR-19.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una afeccion médica
en el que un nivel bajo de hormona liberadora de corticotropina (CRH) es terapéuticamente beneficioso en un sujeto
que lo necesite, comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un polinucleétido exdégeno
que codifica un microARN o un precursor del mismo.

De acuerdo con una realizaciéon especifica, para tratar una afeccion médica en el que un bajo nivel de hormona
liberadora de corticotropina (CRH) es terapéuticamente beneficioso, el microARN comprende miR-15.

De acuerdo con otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para tratar una afeccion médica
en el que un nivel bajo de receptor de glutamato es terapéuticamente beneficioso en un sujeto que lo necesite,
comprendiendo el método administrar o expresar en una célula del sujeto un polinucleétido exégeno que codifica un
microARN o un precursor del mismo.

De acuerdo con una realizacién especifica, para tratar una afeccion médica en el que un nivel bajo de receptores de
glutamato es terapéuticamente beneficioso, el microARN comprende miR-181.

El término "tratar" se refiere a inhibir o detener el desarrollo de una enfermedad, trastorno o afeccion y/o causar la
reduccion, remision o regresion de una enfermedad, trastorno o afeccion o evitar que aparezca una enfermedad,
trastorno o afeccion médica en un sujeto que puede tener riesgo de padecer el trastorno o afecciéon médica, pero al
que aun no se le ha diagnosticado un trastorno o afecciéon médica. Los expertos en la técnica entenderan que se
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pueden utilizar diversas metodologias y ensayos para evaluar el desarrollo de una enfermedad, trastorno o afeccion,
y, de manera similar, se pueden utilizar diversas metodologias y ensayos para evaluar la reduccion, remision o
regresion de una enfermedad, trastorno o afeccion.

Como se emplea en la presente memoria, el término "sujeto” incluye mamiferos, preferiblemente seres humanos de
cualquier edad que padecen la patologia. Preferiblemente, este término abarca a individuos que tienen riesgo de
desarrollar la patologia.

Como se emplea en la presente memoria, la frase "afeccion médica en la que una elevacion del nivel de serotonina
es terapéuticamente beneficiosa" se refiere a una enfermedad o trastorno en los que el aumento del nivel de
serotonina puede prevenir la aparicion de una enfermedad o de los sintomas médicos asociados con la misma o
detener la progresion de la enfermedad o los sintomas médicos asociados con la misma (como se detalla
adicionalmente mas adelante).

Como se emplea en la presente memoria, el término "serotonina" se refiere al neurotransmisor monoaminico
[también denominado 5-hidroxitriptamina (5-HT)]. La serotonina se expone, p. €j., en el nimero CAS 50-67-9.

De acuerdo con una realizacién, se proporciona un método para aumentar el nivel de serotonina en una hendidura
sinaptica, comprendiendo el método administrar o expresar en una célula glial, por ejemplo, una neurona
serotonérgica del sujeto, un polinucleétido exégeno que codifica al menos un microARN o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "hendidura sinaptica" se refiere a la zona entre dos neuronas a
través de la cual pasan las sefiales eléctricas o quimicas.

Una "célula glial" se refiere a una neurona o una célula glial (p. €j., oligodendrocitos o astrocitos).

Como se emplea en la presente memoria, el término "neurona serotonérgica" se refiere a una neurona que secreta
serotonina o es capaz de recaptacion de serotonina (es decir, por transportadores de serotonina expresados en sus
superficies celulares).

La afeccion médica en la que una elevacion del nivel de serotonina es terapéuticamente beneficiosa puede
comprender, por ejemplo, cualquier trastorno del estado de animo que incluya depresion, ansiedad, estrés, fatiga,
alteracion de la funcion cognitiva, ataque de panico, comportamiento compulsivo, adiccion, fobia social; trastornos
del suefio, trastornos relacionados con la alimentacion, trastornos del crecimiento y trastornos reproductivos.

De acuerdo con una realizacion especifica, la afeccion médica en la que una elevacion del nivel de serotonina es
terapéuticamente beneficiosa comprende la depresion.

De acuerdo con una realizacién, cuando la afeccién médica es la depresion o la ansiedad, el microARN es miR-135.
Se apreciara que la depresion o la ansiedad pueden no estar necesariamente relacionadas con la serotonina.

Como se emplea en la presente memoria, la frase "afeccion médica en la que un nivel bajo de adrenalina o
noradrenalina es terapéuticamente beneficioso" se refiere a una enfermedad o trastorno en el que la disminucién de
la expresion o actividad de la adrenalina o noradrenalina puede prevenir la aparicién de una enfermedad o sintomas
médicos asociados con la misma o detener la progresion de la enfermedad o los sintomas médicos asociados con la
misma (como se detalla adicionalmente mas adelante).

Como se emplea en la presente memoria, el término "adrenalina" se refiere a la hormona y al neurotransmisor
(también conocido como epinefrina). La adrenalina se expone, p. €j., en el numero de CAS 51-43-4.

Como se emplea en la presente memoria, el término "noradrenalina" se refiere a la catecolamina que actia como
una hormona y un neurotransmisor (también conocido como norepinefrina). La noradrenalina se expone, p. €j., en
los numeros CAS (1) 51-41-2 (1) y 138-65-8 (dI).

La afeccion médica en la que un nivel bajo de adrenalina o noradrenalina es terapéuticamente beneficiosa puede
comprender, por ejemplo, trastorno relacionado con el estrés, ansiedad, deterioro de la memoria, afecciones
cardiacas (p. €j., palpitaciones, taquicardia, arritmia), dolores de cabeza, temblores, hipertension, y edema pulmonar
agudo.

Como se emplea en la presente memoria, la frase "afeccion médica en la que un nivel bajo de hormona liberadora
de corticotropina (CRH) es terapéuticamente beneficioso" se refiere a una enfermedad o trastorno en el que la
disminucioén de la expresion o actividad de la CRH puede prevenir la aparicion de una enfermedad o los sintomas
médicos asociados con la misma o detener la progresion de la enfermedad o los sintomas médicos asociados con la
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misma (como se detalla mas adelante).

Como se emplea en la presente memoria, el término "hormona liberadora de corticotropina (CRH)" se refiere a la
hormona polipeptidica y un neurotransmisor (también conocido como factor liberador de corticotropina (CRF) o
corticoliberina). La CRH se expone, p. €j., en NP_000747.1.

La afecciéon médica en la que un nivel bajo de CRH es terapéuticamente beneficioso puede incluir, por ejemplo,
estrés, depresion, ansiedad, estrés, fatiga, alteracion de la funcion cognitiva, ataque de panico, comportamiento
compulsivo, adiccion, fobia social, trastorno del suefio, trastorno relacionado con los alimentos, trastorno del
crecimiento, trastorno reproductivo y obesidad.

Como se emplea en la presente memoria, la frase "afeccién médica en la que un nivel bajo de receptor de glutamato
es terapéuticamente beneficioso" se refiere a una enfermedad o trastorno en el que la disminucién de la expresion o
actividad de un receptor de glutamato puede prevenir la aparicion de una enfermedad o de sintomas médicos
asociados con la misma o detener progresion de la enfermedad o de los sintomas médicos asociados con la misma
(como se detalla adicionalmente mas adelante en la presente memoria).

Como se emplea en la presente memoria, el término "receptor de glutamato" se refiere a un receptor sinaptico
tipicamente localizado en las membranas de las células neuronales (p. €j., Grm1, Grik3, Grm5, Gria2, Grik2 y Grm?7).
El receptor de glutamato se expone, p. ej. en NP_000822.2 [receptor ionotrdpico de glutamato tipo kainato 3 (Grik3)];
NP_000817.2, NP_001077088.1, NP_001077089.1 [receptor ionotropico de glutamato AMPA 2 (Gria2)];
NP_001159719.1, NP_068775.1, NP_786944.1 [receptor ionotropico de glutamato de tipo kainato 2 (Grik2)];
NP_000833.1, NP_001137303.1 [receptor metabotropico de glutamato 5 (Grm5)]; NP_000835.1, NP_870989.1
[receptor metabotrépico de glutamato 7 (Grm7)]; NP_000829.2, NP_001107801.1 [receptor metabotropico de
glutamato 1 (Grm1)].

La afeccién médica en la que un nivel bajo de receptor de glutamato es terapéuticamente beneficioso puede
comprender, por ejemplo, convulsiones (p. €j., epilepsia), enfermedad de Huntington, esquizofrenia, sindrome de X
fragil, trastorno de ansiedad generalizada y cancer (p. €j., melanoma).

Como se emplea en la presente memoria, el término "microARN o un precursor del mismo" se refiere a las
moléculas de microARN (miARN) que actian como reguladores postranscripcionales. Los microARN se procesan
tipicamente a partir de pre-miR (precursores pre-microARN). Los pre-miR son un conjunto de moléculas precursoras
de miARN transcritas por la ARN polimerasa lll que se procesan eficicazmente en miARN funcionales, p. €j., tras la
transfeccion a células cultivadas. Se puede utilizar un pre-miR para provocar una actividad especifica de miARN en
tipos celulares que normalmente no expresan este miARN, abordando asi la funcién de su diana regulando por
disminucion su expresion en un experimento de "ganancia de funciéon de (miARN)". Existen disefios pre-miR para
todos los miARN conocidos enumerados en el Registro de miARN y se pueden disefar faciimente para cualquier
investigacion. Los microARN se pueden administrar a la célula per se o codificados a partir de una molécula
precursora ligada en una construccion de acido nucleico, Como se ha descrito adicionalmente mas adelante en la
presente memoria.

Se apreciara que los microARN de las presentes ensefianzas se pueden unir a, o anclar a cualquier diana de
microARN, o pueden regular, procesar, interferir, aumentar, estabilizar y/o desestabilizar la misma. Una diana de
este tipo puede ser cualquier molécula, incluidas, entre otras, moléculas de ADN, moléculas de ARN y polipéptidos,
tales como, pero sin limitarse a, genes relacionados con la serotonina, tales como el transportador de serotonina (es
decir, SERT o Sic6a4), el receptor de serotonina con efector inhibidores de tipo 1a (Htr1a), la triptéfano hidroxilasa 2
(Tph2) y la monoamina hidroxilasa (MaoA); receptores de adrenalina o noradrenalina (receptores adrenérgicos tales
como Adr1); Adenilato ciclasa tipo 1 (ADCY1); receptores de CRH tales como Crh1R; o cualquier otra molécula, p.
€j., la proteina 5 de union a FK506 (FKBP5), el receptor cannabinoide tipo 1 (CB1), la Molécula de Adhesion Celular
de Sindrome de Down (Dscam), la proteina X asociada a Translina (Tsnax) y la Molécula de adhesion celular L1
(L1cam) se describen con mayor detalle a continuacion.

Se apreciara que los microARN de la presente invencién se pueden identificar a través de varias bases de datos que
incluyen, por ejemplo, el registro de micro-ARN
(http://wwwdotsangerdotacdotuk/Software/Rfam/mirna/indexdotshtml).

Los métodos de la presente descripcion se pueden efectuar administrando o expresando en una célula del sujeto un
polinucleétido exégeno que codifica un microARN.

El término "polinucledtido” se refiere a un oligdmero monocatenario o bicatenario o polimero de acido ribonucleico
(ARN), acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. Este término incluye polinucledtidos y/u
oligonucledtidos derivados de moléculas de acidos nucleicos naturales (p. ej., ARN o ADN), polinucleétidos sintéticos
y/o moléculas de oligonucledtidos compuestas de bases naturales, azucares y enlaces internucleosidicos covalentes
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(p. €j., esqueleto) como polinucledtidos y/u oligonucledtidos sintéticos que tienen porciones de origen no natural, que
funcionan de manera similar a las porciones naturales respectivas.

La longitud del polinucleétido de la presente invencion es opcionalmente de 100 nucleétidos o menos,
opcionalmente de 90 nucleétidos 0 menos, opcionalmente 80 nucleétidos o menos, opcionalmente 70 nucleétidos o
menos, opcionalmente 60 nucledtidos o menos, opcionalmente 50 nucledtidos o menos, opcionalmente 40
nucledtidos o menos, opcionalmente 30 nucledtidos o menos, por ejemplo, 29 nucledtidos, 28 nucledtidos, 27
nucledtidos, 26 nucledtidos, 25 nucledtidos, 24 nucledtidos, 23 nucledtidos, 22 nucledtidos, 21 nucledtidos, 20
nucledtidos, 19 nucledtidos, 18 nucledtidos, 17 nucledtidos, 16 nucledtidos, 15 nucledtidos, opcionalmente entre 12y
24 nucledtidos, opcionalmente entre 5-15, opcionalmente, entre 5-25, lo mas preferiblemente, aproximadamente 20-
25 nucledtidos.

Los polinucledtidos (incluidos los oligonucledtidos) disefiados de acuerdo con las ensefianzas de la presente
invencion se pueden generar de acuerdo con cualquier método de sintesis de oligonucledtidos conocido en la
técnica, que incluye tanto sintesis enzimatica como sintesis en fase sélida. Los equipos y reactivos para ejecutar la
sintesis en fase sélida estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de Applied Biosystems. También se puede
emplear cualquier otro medio para tal sintesis; la sintesis real de los oligonucleotidos se encuentra dentro de las
capacidades de un experto en la técnica y se puede lograr a través de metodologias establecidas como detallan, por
ejemplo: Sambrook, J. y Russell, D. W. (2001), en "Molecular Cloning: A Laboratory Manual"; Ausubel, R. M. et al.,
Eds. (1994, 1989), en "Current Protocols in Molecular Biology", Volimenes I-lll, John Wiley & Sons, Baltimore,
Maryly; Perbal, B. (1988), en "A practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York; y Gait, M.J.,
ed. (1984), en "Oligonucleotide Synthesis"; utilizando quimica en fase soélida, p. €j., cianoetilfosforamidita seguida de
desproteccion, desalinizacion y purificacion mediante, por ejemplo, un método automatizado con tritilo o HPLC.

Se apreciara que se puede generar un polinucleétido que comprende una molécula de ARN empleando un vector de
expresion Como se ha descrito adicionalmente a continuacion.

Preferiblemente, el polinucledtido de la presente invencion es un polinucleétido modificado. Los polinucleétidos
pueden modificarse empleando diversos métodos conocidos en la técnica.

Por ejemplo, los oligonucledtidos o polinucledtidos de la presente invencion pueden comprender nucledsidos
heterociclicos que consisten en purinas y las bases de pirimidinas, unidas en un enlace fosfodiéster 3'a 5'.

Preferiblemente, los oligonucledtidos o polinucleétidos utilizados son aquellos modificados en la cadena principal, los
enlaces internucleosidicos o las bases, Como se ha descrito ampliamente en la presente memoria.

Los ejemplos especificos de oligonucleotidos o polinucledtidos preferidos Utiles de acuerdo con este aspecto de la
presente invencion incluyen oligonucledtidos o polinucledtidos que contienen esqueletos modificados o enlaces
internucleosidicos no naturales. Los oligonucledtidos o polinucleétidos que tienen esqueletos modificados incluyen
aquellos que conservan un atomo de fésforo en el esqueleto, Como se ha descrito en las Patentes de Estados
Unidos NUm.: 4.469.863; 4.476.301; 5.023.243; 5.177.196; 5.188.897; 5.264.423; 5.276.019; 5.278.302; 5.286.717;
5.321.131; 5.399.676; 5.405.939; 5.453.496; 5.455.233; 5.466.677; 5.476.925; 5.519.126; 5.536.821; 5.541.306;
5.550.111; 5.563.253; 5.571.799; 5.587.361; y 5.625.050.

Los esqueletos de oligonucledtidos o polinucledtidos modificados preferidos incluyen, por ejemplo: fosforotioatos;
fosforotioatos quirales; fosforoditioatos; fosfotriésteres aminoalquil fosfotriésteres; metil- y otros alquilfosfonatos,
incluidos 3'-alquilenfosfonatos y fosfonatos quirales; fosfinatos; fosforamidatos, incluyendo 3'-amino fosforamidato y
aminoalquilfosforamidatos; tionofosforamidatos; tionoalquilfosfonatos; tioalquilfosfotriésteres; y boranofosfatos que
tienen enlaces 3'-5' normales, analogos conectados 2'-5' de estos, y aquellos que tienen polaridad invertida en la que
los pares adyacentes de unidades de nucledsido estan unidos 3'-5' a 5'-3' 0 2'-5' a 5'-2". También se pueden utilizar
diversas sales, sales mixtas y formas de acido libre de las modificaciones anteriores.

Alternativamente, los esqueletos de oligonucledtidos o polinucledtidos modificados que no incluyen un atomo de
fésforo tienen esqueletos que estan formados por enlaces internucleosidicos alquilicos de cadena corta o
cicloalquilo, enlaces internucleosidicos mixtos y alquilicos o cicloalquilicos o0 uno o mas enlaces internucleosidicos
heteroatémicos o heterocilicos de cadena corta. Estos incluyen aquellos que tienen enlaces morfolino (formados en
parte por la porcion azicar de un nucledsido); esqueletos de siloxano; esqueletos de sulfuro, sulfoxido y sulfona;
esqueletos de formacetilo y tioformacetilo; esqueletos de metileno formacetilo y tioformacetilo; esqueletos que
contienen alqueno; esqueletos de sulfamato; esqueletos de metilenimino y metilenhidracino; esqueletos de sulfonato
y sulfonamida; esqueletos de amida; y otros que tienen partes componentes mixtas de N, O, S y CH,, Como se ha
descrito en las Patentes de Estados Unidos Num.: 5.034.506; 5.166.315; 5.185.444; 5.214.134; 5.216.141;
5.235.033; 5.264.562; 5.264.564; 5.405.938; 5.434.257; 5.466.677; 5.470.967; 5.489.677; 5.541.307; 5.561.225;
5.596.086; 5.602.240; 5.610.289; 5.602.240; 5.608.046; 5.610.289; 5.618.704; 5.623.070; 5.663.312; 5.633.360;
5.677.437;y 5.677.439.
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Otros oligonucledtidos o polinucleétidos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente invenciéon son aquellos
modificados tanto en el azicar como en el enlace internucleosidico, es decir, el esqueleto de las unidades de
nucledtidos se reemplaza por nuevos grupos. Las unidades basicas se mantienen para la complementacion con la
diana polinucleotidica apropiada. Un ejemplo de tal mimético de oligonucleétido incluye un acido péptidonucleico
(PNA). Un oligonucledtido de PNA se refiere a un oligonucleétido donde el esqueleto de azlcar se reemplaza por un
esqueleto que contiene amida, en particular un esqueleto de aminoetilglicina. Las bases se conservan y se unen
directa o indirectamente a los atomos de nitrégeno azoico de la porcién de amida del esqueleto. Las patentes de los
Estados Unidos que ilustran la preparacion de compuestos de PNA incluyen, entre otros, las Patentes de Estados
Unidos Num. 5.539.082; 5.714.331; y 5.719.262; cada una de los cuales se incorpora en la presente memoria como
referencia. Otras modificaciones del esqueleto que se pueden utilizar en la presente invencion se describen en la
Patente de Estados Unidos Num. 6.303.374.

Los oligonucledtidos o polinucledtidos de la presente invencion también pueden incluir modificaciones o
sustituciones de bases. Como se emplea en la presente memoria, las bases "no modificadas" o "naturales” incluyen
las bases de purina adenina (A) y guanina (G) y las bases de pirimidina timina (T), citosina (C) y uracilo (U). Las
bases "modificadas" incluyen, pero no se limitan a, otras bases sintéticas y naturales, tales como: 5-metilcitosina (5-
me-C); 5-hidroximetil citosina; xantina; hipoxantina; 2-aminoadenina; derivados 6-metilicos y otros derivados
alquilicos de adenina y guanina; derivados 2-propilicos y otros derivados alquilicos de adenina y guanina; 2-
tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina; 5-halouracilo y citosina; 5-propinil uracilo y citosina; 6-azouracilo, citosina y
timina; 5-uracilo (pseudouracilo); 4-tiouracilo; 8-halo, 8-amino, 8-tiol, 8-tioalquilo, 8-hidroxilo y otras adeninas y
guaninas 8-sustituidas; 5-halo, particularmente 5-bromo, 5-trifluorometilo, y otros uracilos y citosinas 5-sustituidos; 7-
metilguanina y 7-metiladenina; 8-azaguanina y 8-azaadenina; 7-desazaguanina y 7-deszadenina; y 3-desazaguanina
y 3-desazadenina. Las bases adicionales modificadas incluyen aquellas descritas en: la Patente de Estados Unidos
Num. 3.687808; Kroschwitz, J. I., ed. (1990), "The Concise Encyclopedia Of Polymer Science and Engineering",
paginas 858-859, John Wiley & Sons; Englisch et al. (1991), "Angewandte Chemie", Edicion Internacional, 30, 613; y
Sanghvi, Y. S., "Antisense Research and Applications," Capitulo 15, paginas 289-302, S. T. Crooke y B. Lebleu,
eds., CRC Press, 1993. Tales bases modificadas son particularmente Utiles para aumentar la afinidad de unién de
los compuestos oligoméricos de la invencion. Estas incluyen pirimidinas 5-sustituidas, 6-azapirimidinas y purinas N-
2, N-6 y O-6 sustituidas, que incluyen 2-aminopropiladenina, 5-propiniluracilo y 5-propinilcitosina. Se ha demostrado
que las sustituciones de 5-metilcitosina aumentan la estabilidad del duplex de acido nucleico en 0,6-1,2°C (Sanghvi,
Y. S. et al. (1993), "Antisense Research and Applications", paginas 276-278, CRC Press, Boca Raton), y son
sustituciones de bases actualmente preferidas, incluso mas concretamente cuando se combinan con modificaciones
de azucar 2'-O-metoxietilo.

De acuerdo con una realizacién especifica, el polinucleétido de miARN de la presente descripcion tiene una
secuencia de acido nucleico como se expone en SEQ ID NO: 58-94 (véase la Tabla 1A).

Tabla 1A: Secuencias de polinucleétidos de miARN
Secuencia miARN

SEQ ID NO: 77-80 |miR-15
SEQ ID NO: 72-76 |miR-19
SEQ ID NO: 65-69 | miR-26
SEQ ID NO: 81-84 | miR-27
SEQ ID NO: 58-62 |miR-135
SEQ ID NO: 85-94 |miR-181
SEQ ID NO: 70-71 |miR-182
SEQ ID NO: 63-64 | miR-335

Como se mencion6 anteriormente en la presente memoria y se muestra en la seccion de Ejemplos a continuacion,
los micro-ARN son moléculas procesadas derivadas de precursores especificos (es decir, pre-miARN), la regulacion
positiva de una funcién especifica de miARN se puede efectuar utilizando una molécula precursora de miARN
especifica.

También se contemplan las secuencias homdlogas a los miARN y sus precursores. El nivel de homologia debe ser
relativamente alto para el miARN maduro, pero se permiten mas érdenes de libertad en el nivel del precursor (p. €j.,
al menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% o mas) siempre y cuando las alteraciones de la secuencia se encuentren
en la secuencia en horquilla y no en el segmento de acido nucleico correspondiente al miR maduro.

Tales agentes polinucleotidicos precursores se administran tipicamente a las células diana (p. €j., células gliales o
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células cardiacas) como parte de una construccion de expresion. En este caso, el agente polinucleotidico se liga en
una construccion de acido nucleico bajo el control de un elemento regulador que actia en cis (p. €j., un promotor)
capaz de dirigir la expresion del microARN en las células diana (p. €j., células de la neuroglia o células cardiacas) de
una manera constitutiva o inducible.

Los ejemplos de agentes polinucleotidicos de microARN de la presente descripcién incluyen, pero no se limitan a,
miR-15 (p. €., numero de acceso GenBank NR_029485 ARN), miR-19 (p. €j., numero de acceso GenBank
NR_029489.1), miR-26 (p. €j., niumeros de acceso GenBank NR_029500 y NR 029499), miR-27 (p. ej., nimero de
acceso GenBank NR_029501 ARN), miR-135 (p. €j., numero de acceso GenBank NR_029677.1), miR-335 (p. €j.,
numero de acceso GenBank NR_029899.1) miR-181 (p. ej., nimero de acceso de GenBank NR_029611.1) y miR-
182 (p. €j., nimero de acceso de GenBank NR_029614).

Los ejemplos de promotores especificos de células neuronales incluyen, pero no se limitan a, promotor del gen de
enolasa especifico de neuronas, promotor de la sinapsina, promotor de la sinapsina potenciado, promotor de la
calmodulina calcica y promotor de Thy1.

Los ejemplos de promotores especificos de células cardiacas incluyen, pero no se limitan a, promotor de NCX1
cardiaco y promotor de la cadena pesada de a-miosina (aMHC).

Las construcciones de expresion de la presente invencién también pueden incluir secuencias adicionales que lo
hacen adecuado para la replicacion e integracion en eucariotas (p. €j., vectores lanzadera). Los vectores de
clonacion tipicos contienen secuencias de iniciacion de la transcripcion y la traduccion (p. ej., promotores,
potenciadores) y terminadores de la transcripcion y la traducciéon (p. ej., sefiales de poliadenilacién). Las
construcciones de expresion de la presente invencién pueden incluir adicionalmente un potenciador, que puede ser
adyacente a, o distante de la secuencia promotora y puede funcionar regulando por incremento la transcripcion de la
misma.

Los elementos potenciadores pueden estimular la transcripcion hasta 1.000 veces de promotores homodlogos o
heterélogos unidos. Los potenciadores estan activos cuando se colocan aguas abajo o aguas arriba del sitio de inicio
de la transcripcion. Muchos elementos potenciadores derivados de virus tienen una amplia gama de anfitriones y
estan activos en una variedad de tejidos. Por ejemplo, el potenciador del gen temprano de SV40 es adecuado para
muchos tipos de células. Otras combinaciones de potenciador/promotor que son adecuadas para la presente
invencion incluyen aquellas derivadas del virus del polioma o el citomegalovirus (CMV) humano o murino y las
repeticiones largas en tandem (LTR) de varios retrovirus, como el virus de la leucemia murina, el virus del sarcoma
murino o de Rous, y el VIH. Véase Gluzman, Y. y Shenk, T., eds. (1983). Enhancers and Eucaryotic Gene
Expression, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y., que se incorpora a la presente memoria como
referencia.

Las secuencias de poliadenilaciéon también se pueden afadir a las construcciones de expresién de la presente
invencion con el fin de aumentar la eficacia de la expresion del radical detectable. Se requieren dos elementos de
secuencia distintos para una poliadenilacion precisa y eficaz: secuencias ricas en GU o U ubicadas aguas abajo del
sitio de poliadenilaciéon y una secuencia altamente conservada de seis nucleotidos, a saber, AAUAAA, ubicada 11-30
nucledtidos aguas arriba del sitio. Las sefiales de terminaciéon y poliadenilacion adecuadas para la presente
invencion incluyen las derivadas de SV40.

Ademas de las realizaciones ya descritas, las construcciones de expresidon de la presente invencion pueden
contener tipicamente otros elementos especializados destinados a aumentar el nivel de expresion de acidos
nucleicos clonados o a facilitar la identificacion de células que portan el ADN recombinante. Por ejemplo, varios virus
animales contienen secuencias de ADN que promueven la replicacion extracromosomica del genoma viral en tipos
de células permisivas. Los plasmidos que llevan estos replicones virales se replican episémicamente siempre y
cuando los factores apropiados sean proporcionados por los genes portados en el plasmido o con el genoma de la
célula anfitriona.

Las construcciones de expresiéon de la presente invencion pueden incluir o no un replicon eucaridtica. Si esta
presente un replicon eucariético, el vector es susceptible de amplificacion en células eucariéticas utilizando el
marcador seleccionable apropiado. Si la construccién no comprende un replicon eucariético, no es posible una
amplificacion episdmica. En cambio, el ADN recombinante se integra en el genoma de la célula modificada por
ingenieria genética, donde el promotor dirige la expresion del acido nucleico deseado.

La construccién de acido nucleico se puede introducir en las células diana (p. €j., células gliales o células cardiacas)
de la presente invencion utlizando un vehiculo/método de suministro de genes apropiado (transfeccion,
transduccion, etc.) y un sistema de expresion apropiado.

Los ejemplos de vectores de expresion de mamiferos incluyen, pero no se limitan a, pcDNA3, pcDNA3.1(+/-), pGL3,
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pZeoSV2 (+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1,
pNMT41 y pNMT81, que estan disponibles en Invitrogen, pCl que esta disponible en Promega, pMbac, pPbac, pBK-
RSV y pBK-CMV, que estan disponibles en Strategene, pTRES, que esta disponible en Clontech, y sus derivados.

También se pueden utilizar vectores de expresion que contengan elementos reguladores de virus eucaritticos, tales
como los retrovirus. Los vectores de SV40 incluyen pSVT7 y pMT2, por ejemplo. Los vectores derivados del virus del
papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, y los vectores derivados del virus de Epstein-Barr incluyen pHEBO y p205.
Otros vectores ilustrativos incluyen pMSG, pAV009/A", pMTO10/A*, pMAMneo-5 y baculovirus pDSVE.

Los sistemas basados en lipidos se pueden utilizar para el suministro de estas construcciones en las células diana
(p. €j., células gliales o células cardiacas) de la presente invencion.

Los liposomas incluyen cualquier estructura sintética (es decir, no natural) compuesta por bicapas lipidicas, que
encierran un volumen. Los liposomas incluyen emulsiones, espumas, micelas, monocapas insolubles, cristales
liquidos, dispersiones de fosfolipidos, capas lamelares y similares. Los liposomas se pueden preparar por cualquiera
de los métodos conocidos en la técnica [Monkkonen, J. et al., 1994, J. Drug Target, 2:299-308; Monkkonen, J. et al.,
1993, Calcif. Tissue Int., 53:139-145; Lasic D D., Liposomes Technology Inc., Elsevier, 1993, 63-105. (Capitulo 3);
Winterhalter M, Lasic D D, Chem Phys Lipids, septiembre1993;64 (1-3):35-43]. Los liposomas pueden estar
cargados positivamente, ser neutros o estar cargados negativamente. Para la captacion del Sistema de Fagocitos
Mononucleares (MPS), los liposomas pueden ser hidréfobos ya que el enmascaramiento hidrofilo de la membrana
del liposoma (p. ej., mediante el uso de lipidos unidos a polietilenglicol y particulas hidréfilas) puede ser menos
propenso a la absorcién de MPS. También es preferible que los liposomas no comprendan lipidos protegidos
estéricamente tales como gangliésido-GM y fosfatidilinositol, ya que estos lipidos impiden la absorcion de MPS.

Los liposomas pueden ser una sola capa lipidica o pueden ser multilamelares. Si el agente terapéutico es hidrdfilo,
su suministro se puede mejorar ain mas utilizando vesiculas unilamelares grandes debido a su mayor volumen
interno. A la inversa, si el agente terapéutico es hidréfobo, su suministro se puede mejorar aun mas utilizando
vesiculas multilamelares. Alternativamente, el agente terapéutico (p. €j., oligonucleétido) puede no ser capaz de
penetrar la bicapa lipidica y, por lo tanto, permanecera adsorbido a la superficie del liposoma. En este caso,
aumentar el area de superficie del liposoma puede mejorar ain mas el suministro del agente terapéutico. Los
liposomas adecuados de acuerdo con la invencién son liposomas no tdxicos tales como, por ejemplo, los preparados
a partir del fosfoglicerol fosfatidilcolina y colesterol. El diametro de los liposomas utilizados puede oscilar entre 0,1 y
1,0 micras. Sin embargo, también se pueden utilizar otros intervalos de tamafio adecuados para la fagocitosis por
células fagociticas. Para dimensionar los liposomas, se puede utilizar la homogeneizacion, que se basa en la
energia de cizallamiento para fragmentar los liposomas grandes en otros mas pequefios. Los homogeneizadores
que se pueden utilizar convenientemente incluyen microfluidizadores producidos por Microfluidics de Boston, MA. En
un procedimiento de homogeneizacion tipico, los liposomas se hacen recircular a través de un homogeneizador de
emulsion convencional hasta que se observan los tamafios de los liposomas seleccionados. La distribucion del
tamafio de particula se puede controlar mediante la discriminacion del tamafio de particula del rayo laser
convencional. La extrusién de liposomas a través de una membrana de policarbonato de poro pequefio o una
membrana ceramica asimétrica es un método eficaz para reducir el tamaino de los liposomas a una distribucién de
tamano relativamente bien definida. Tipicamente, la suspensién se cicla a través de la membrana una o mas veces
hasta que se alcanza la distribucion de tamafio de liposoma deseada. Los liposomas se pueden extrudir a través de
membranas de poros sucesivamente mas pequefios para lograr una reduccion gradual del tamafio de los liposomas.

Se puede utilizar cualquier método conocido en la técnica para incorporar un agente polinucleotidico de micro-ARN a
un liposoma. Por ejemplo, el agente polinucleotidico de micro-ARN se puede encapsular dentro del liposoma.
Alternativamente, puede ser adsorbido sobre la superficie del liposoma. Otros métodos que se pueden utilizar para
incorporar un agente farmacéutico a un liposoma de la presente invencion son los descritos por Alfonso et al., [The
science and practice of pharmacy, Mack Publishing, Easton Pa 192 ed., (1995)] y los descritos por Kulkarni et al., [J.
Microencapsul.1995, 12 (3) 229-46].

Los liposomas utilizados en los métodos de la presente invencién preferiblemente cruzan las barreras
hematolégicas. Por lo tanto, los liposomas de la presente invencién preferiblemente no comprenden un polisacarido
dirigido a la barrera hematoldgica (p. €j., manosa) en su porcion de membrana. Preferiblemente, los liposomas de la
presente invencion no comprenden péptidos en su porcidon de membrana que dirigen los liposomas a un receptor en
una barrera hematolégica. Los ejemplos de tales péptidos incluyen, pero no se limitan a, transferrina, insulina, IGF-1,
anticuerpo anti-receptor de transferrina IGF-2, anticuerpo anti-receptor de insulina, anticuerpo anti-receptor de IGF-1
y anticuerpo anti-receptor de IGF-2.

Con el fin de determinar los liposomas que son especialmente adecuados de acuerdo con la presente invencion, se
puede realizar un ensayo de escrutinio tal como los ensayos descritos en la Solicitud de Patente de Estados Unidos
Num. 20040266734 y la Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 20040266734; y por Danenberg et al., en
Journal of cardiovascular farmacology 2003, 42: 671-9; Circulation 2002, 106: 599-605; Circulation 2003, 108: 2798-
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Otros vectores no basados en lipidos que se pueden utilizar de acuerdo con este aspecto de la presente invencién
incluyen, entre otros, polilisina y dendrimeros.

La construccion de expresion también puede ser un virus. Los ejemplos de construcciones virales incluyen, pero no
se limitan a, vectores adenovirales, vectores retrovirales, vectores virales de vaccinia, vectores virales
adenoasociados, vectores virales de polioma, vectores de alfavirus, vectores de rabdovirus, vectores de lentivirus y
vectores de herpesvirus.

Los vectores retrovirales representan una clase de vectores particularmente adecuados para su uso con la presente
invencion. Los retrovirus defectuosos se utilizan rutinariamente en la transferencia de genes a células de mamiferos
(para una revision, véase Miller, A. D. (1990). Blood 76, 271). Un retrovirus recombinante que comprende los
polinucleétidos de la presente invenciéon se puede construir empleando técnicas moleculares bien conocidas. Se
pueden eliminar partes del genoma retroviral para hacer que la maquinaria de replicacion del retrovirus sea
defectuosa, y el retrovirus de replicacion defectuosa se pueda empaquetar en viriones, que se pueden utilizar para
infectar células diana mediante el uso de un virus auxiliar, al tiempo que se emplean técnicas convencionales. Los
protocolos para producir retrovirus recombinantes y para infectar células con virus in vitro o in vivo se pueden
encontrar, por ejemplo, en Ausubel et al. (1994) Current Protocols in Molecular Biology (Greene Publishing
Associates, Inc. y John Wiley & Sons, Inc.). Los retrovirus se han utilizado para introducir una variedad de genes en
muchos tipos de células diferentes, incluyendo células neuronales, células epiteliales, células endoteliales, linfocitos,
mioblastos, hepatocitos y células de la médula 6sea.

De acuerdo con una realizacién, un vector lentiviral, un tipo de vector retroviral, se utiliza de acuerdo con las
presentes ensefanzas. Los vectores lentivirales se utilizan ampliamente como vectores debido a su capacidad para
integrarse en el genoma de células tanto que estan en divisiobn como que no estan en division. El genoma viral, en
forma de ARN, experimenta transcripcion inversa cuando el virus entra en la célula para producir ADN, que después
se inserta en el genoma en una posicion aleatoria por la enzima integrasa viral. El vector (un provirus) permanece en
el genoma y se transmite a la progenie de la célula cuando se divide. Por razones de seguridad, los vectores
lentivirales nunca llevan los genes requeridos para su replicacion. Para producir un lentivirus, varios plasmidos se
transfectan en una llamada linea celular de empaquetamiento, cominmente HEK 293. Uno o mas plasmidos,
generalmente llamados plasmidos de empaquetamiento, codifican las proteinas del virién, tales como la capside y la
transcriptasa inversa. Otro plasmido contiene el material genético que debe ser suministrado por el vector. Se
transcribe para producir el genoma viral de ARN de una sola hebra y se caracteriza por la presencia de la secuencia
y (psi). Esta secuencia se utiliza para empaquetar el genoma en el virion.

Un ejemplo especifico de un vector lentiviral adecuado para introducir y expresar las secuencias de polinucleotidos
de la presente invencion en células de neuroglia o células cardiacas es el vector pLKO.1 de lentivirus.

Otro vector de expresién adecuado que se puede utilizar de acuerdo con este aspecto de la presente invencion es el
vector de adenovirus. El adenovirus es un vector de transferencia génica ampliamente estudiado y utilizado
habitualmente. Las ventajas clave de un vector de adenovirus incluyen una eficacia de transduccién relativamente
alta de células en division y quiescentes, tropismo natural a una amplia gama de tejidos epiteliales y produccion facil
de titulos elevados (Russel, W. C. (2000) J Gen Virol 81, 57-63). EI ADN del adenovirus se transporta al nucleo, pero
no se integra en él. Por lo tanto, el riesgo de mutagénesis con vectores adenovirales se minimiza, mientras que la
expresion a corto plazo es particularmente adecuada para tratar células cancerosas. Los vectores adenovirales
utilizados en los tratamientos de cancer experimentales son descritos por Seth et al. (1999). "Adenoviral vectors for
cancer gene therapy", paginas 103-120, P. Seth, ed., Adenoviruses: Basic Biology to gene Therapy, Landes, Austin,
TX).

Un vector de expresion viral adecuado también puede ser un vector de adenovirus/retrovirus quimérico que combina
componentes retrovirales y adenovirales. Tales vectores pueden ser mas eficaces que los vectores de expresion
tradicionales para transducir células tumorales (Pan et al. (2002). Cancer Letts 184, 179-188).

Cuando se introducen las construcciones de expresion de la presente invencion en células diana (p. €j., células
gliales o células cardiacas) por medio de infeccion viral, la dosis viral para infeccion es de al menos 103, 104, 101,
106, 107, 101, 109, 1010, 1011, 1012, 1013, 1014, 10" 0 mas pfu o particulas virales.

Independientemente del método o construccién empleados, se proporciona una célula aislada que comprende la
construccién de acido nucleico que codifica un microARN, como se detalla anteriormente.

Como se emplea en la presente memoria, el término "aislado" se refiere a separado, al menos parcialmente, del
entorno natural, por ejemplo, el organismo humano.

De acuerdo con una realizacién, se proporciona una célula aislada que comprende una construcciéon de acido
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nucleico que expresa al menos un microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN se selecciona del
grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-15, miR-19, miR-26, miR-27, miR-181 y miR-182 bajo el control
transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con una realizacién especifica, se proporciona una célula de la neuroglia aislada que comprende una
construccién de acido nucleico que expresa al menos un microARN o un precursor del mismo, en donde el
microARN se selecciona del grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-26 y miR-182 bajo el control
transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

De acuerdo con una realizacion especifica, se proporciona una célula aislada que comprende una construccion de
acido nucleico que expresa un miR-19 o un precursor del mismo bajo el control transcripcional de un elemento
regulador que actua en cis.

De acuerdo con una realizacion especifica, se proporciona una célula aislada que comprende una construccion de
acido nucleico que expresa un miR-15 o un precursor del mismo bajo el control transcripcional de un elemento
regulador que actua en cis.

De acuerdo con una realizacién especifica, la célula es una célula de la neuroglia o una célula cardiaca.

De acuerdo con una realizacion especifica, la célula de la neuroglia es una neurona tal como una neurona
serotoninérgica.

Los microARN o precursores de los mismos se deben proporcionar a las células, es decir, a las células diana (p. €j.,
células gliales o células cardiacas) de la presente invencion in vivo (es decir., dentro del organismo o del sujeto) o ex
vivo (p. €j., en un cultivo de tejidos). En caso de que las células sean tratadas. ex vivo el método incluye
preferiblemente una etapa de administracion de tales células al individuo (terapia celular ex vivo).

Para la terapia ex vivo, las células se tratan preferiblemente con el agente de la presente invencion (p. €j., un
polinucleétido que codifica un microARN), después de lo cual se administran al sujeto que lo necesita.

La administraciéon de las células tratadas ex vivo de la presente invencién se pueden efectuar utilizando cualquier
ruta de introducciéon adecuada, tal como intravenosa, intraperitoneal, intra-renal, intra-gastrointestinal, subcutanea,
transcutanea, intramuscular, intracutanea, intratecal, epidural y rectal. De acuerdo con las realizaciones actualmente
preferidas, las células tratadas ex vivo de la presente invencidn se pueden introducir en el individuo empleando la
administracion intravenosa, intra-renal, intra-gastrointestinal y/o intraperitoneal.

Las células de la presente invencion (p. €j., células gliales o células cardiacas) pueden derivar de fuentes autélogas
o de fuentes alogénicas tales como cadaveres humanos o donantes. Dado que es probable que las células no
autdlogas induzcan una reacciéon inmunitaria cuando se administran al organismo, se han desarrollado varios
enfoques para reducir la probabilidad de rechazo de células no autélogas. Estos incluyen suprimir el sistema
inmunitario del receptor o encapsular las células no autélogas en membranas semipermeables inmunoaislantes
antes del trasplante.

Las técnicas de encapsulacion generalmente se clasifican como microencapsulacion, que involucra pequefios
vehiculos esféricos, y macroencapsulacion, que involucra membranas de lamina plana y fibra hueca mas grandes
(Uludag, H. et al. (2000). Technology of mammalian cell encapsulation. Adv Drug Deliv Rev 42, 29-64).

Los métodos para preparar microcapsulas son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, los descritos por: Lu,
M. Z. et al. (2000). en Cell Encapsulation with alginate and alpha-phenoxycinnamylidene-acetylated (poly(allylamine).
Biotechnol Bioeng 70, 479-483; Chang, T. M. y Prakash, S. (2001) Procedures for microencapsulation of enzymes,
cells and genetically engineered microorganisms. Mol Biotechnol 17, 249-260; y Lu, M. Z., et al. (2000). A novel cell
encapsulation method using photosensitive poly(allylamine alpha-cyanocinnamylideneacetate). J Microencapsul 17,
245-521.

Por ejemplo, las microcapsulas se preparan utilizando colageno modificado en un complejo con una cubierta de
terpolimero de metacrilato de 2-hidroxietilo (HEMA), acido metacrilico (MAA) y metacrilato de metilo (MMA), lo que
da como resultado un espesor de capsula de 2-5 ym. Tales microcapsulas se pueden encapsular adicionalmente
con 2-5 ym adicionales de cubiertas de terpolimero para conferir una superficie lisa cargada negativamente y
minimizar la absorciéon de proteinas plasmaticas (Chia, S. M. et al. (2002). Multi-layered microcapsules for cell
encpasulation. Biomaterials 23, 849-856).

Otras microcapsulas se basan en alginato, un polisacarido marino (Sambanis, A. (2003). Encapsulated islets in
diabetes treatment. Diabetes Thechnol Ther 5, 665-668), o sus derivados. Por ejemplo, las microcapsulas se pueden
preparar mediante la complejacion del polielectrolito entre los polianiones de alginato de sodio y la sal de sodio de
sulfato de celulosa y el polication hidrocloruro de poli(metileno-co-guanidina) en presencia de cloruro de calcio.
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Se apreciara que la encapsulacion celular mejora cuando se utilizan capsulas mas pequeias. Asi, por ejemplo, el
control de calidad, la estabilidad mecanica, las propiedades de difusion y las actividades in vitro de las células
encapsuladas mejoraron cuando el tamafio de la capsula se redujo de 1 mm a 400 uym (Canaple, L. et al. (2002).
Improving cell encapsulation through size control. J Biomater Sci Polym Ed 13, 783-96). Ademas, se encontré que
las biocapsulas nanoporosas con un tamafio de poro bien controlado tan pequefio como 7 nm, las quimicas de
superficie adaptadas y las microarquitecturas precisas aislan inmunolégicamente con éxito los microambientes para
las células (véase: Williams, D. (1999). Small is beautiful: microparticle and nanoparticle technology in medical
devices. Med Device Technol 10, 6-9; y Desai, T. A. (2002). Microfabrication technology for pancreatic cell
encapsulation. Expert Opin Biol Ther 2, 633-646).

Los ejemplos de agentes inmunosupresores que se pueden utilizar junto con el tratamiento ex vivo incluyen, pero no
se limitan a, metotrexato, ciclofosfamida, ciclosporina, ciclosporina A, cloroquina, hidroxicloroquina, sulfasalazina
(sulfasalazopirina), sales de oro, D-penicilamina, azatioprina, anakinra, infliximab (REMICADER), etanercept,
bloqueadores de TNF alfa, un agente bioldégico que se dirige a una citoquina inflamatoria y un medicamento
antiinflamatorio no esteroideo (AINE). Los ejemplos de AINE incluyen, pero no se limitan a, acido acetilsalicilico,
salicilato de colina y magnesio, diflunisal, salicilato de magnesio, salsalato, salicilato de sodio, diclofenaco,
etodolaco, fenoprofeno, flurbiprofeno, indometacina, ketoprofeno, ketorolaco, meclofenamato, naproxeno,
nabumetona, fenilbutazona, piroxicam, sulindaco, tolmetina, acetaminofeno, ibuprofeno, inhibidores de Cox-2 y
tramadol.

Para la terapia in vivo, el agente (p. €j., un polinucleétido que codifica un microARN) se administra al sujeto per se o
como parte de una composicion farmacéutica. Preferiblemente, tales composiciones estan formuladas para permitir
el paso a través de la barrera hematoencefalica (BHE).

Los enfoques convencionales para el suministro de farmacos al sistema nervioso central (SNC) incluyen: estrategias
neuroquirurgicas (p. €j., inyeccion intracerebral o infusién intracerebroventricular); manipulacién molecular del agente
(p- €j., produccion de una proteina de fusion quimérica que comprende un péptido de transporte que tiene una
afinidad por una molécula de superficie de células endoteliales combinado con un agente que es incapaz de cruzar
la BHE) en un intento de explotar una de las vias de transporte endégenas del BHE; estrategias farmacoldgicas
disefiadas para aumentar la solubilidad en lipidos de un agente (p. €j., la conjugacion de agentes solubles en agua
con transportadores de lipidos o colesterol); y la rotura transitoria de la integridad de la BHE mediante rotura
hiperosmatica (resultante de la infusién de una soluciéon de manitol en la arteria carétida o el uso de un agente
bioldgicamente activo tal como un péptido de angiotensina).

Los métodos para el suministro de farmacos detras de la BHE incluyen la implantacién intracerebral (por ejemplo con
agujas) y la distribucién mejorada por conveccion. El manitol se puede utilizar para evitar el BHE. Del mismo modo,
se puede utilizar la administracion a través de la mucosa (p. €j., nasal) para evitar la BHE.

Los agentes polinucleotidicos de micro-ARN de la presente invencién también se pueden administrar a un
organismo en una composicion farmacéutica en la que se mezclan con portadores o excipientes adecuados.

Como se emplea en la presente memoria, una "composicion farmacéutica" se refiere a una preparacién de uno o
mas de los ingredientes activos descritos en la presente memoria con otros componentes quimicos, tales como
portadores y excipientes fisioldgicamente adecuados. El propdsito de una composicion farmacéutica es facilitar la
administracion de un compuesto a un organismo.

En la presente memoria, el término "ingrediente activo" se refiere al péptido responsable del efecto bioldgico.

En lo sucesivo, las frases "portador fisioldgicamente aceptable" y "portador farmacéuticamente aceptable" que se
pueden utilizar indistintamente se refieren a un portador o un diluyente que no causa irritacion significativa a un
organismo y no anula la actividad biolégica y las propiedades del compuesto administrado. En estas frases se
incluye un coadyuvante.

En la presente memoria, el término "excipiente" se refiere a una sustancia inerte afiadida a una composicion
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un ingrediente activo. Los ejemplos de excipientes,
sin limitacion, incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azlcares y tipos de almidén, derivados de
celulosa, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulacion y administracion de medicamentos se pueden encontrar en "Remington's
Pharmaceutical Sciences, "Mack Publishing Co., Easton, PA, ultima edicién, que se incorpora en la presente
memoria como referencia.

Las vias de administracién adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracion oral, rectal, transmucosa,
especialmente transnasal, intestinal o parenteral, incluidas inyecciones intramusculares, subcutaneas e
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intramedulares, asi como inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneal,
intranasales o intraoculares.

Alternativamente, se puede administrar la composicion farmacéutica de manera local en lugar de sistémica, por
ejemplo, a través de la inyeccion de la composicion farmacéutica directamente a una region del tejido de un
paciente.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidon se pueden fabricar mediante procedimientos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante procedimientos convencionales de mezcla, disolucion, granulacion,
fabricacion de grageas, levigacion, emulsificacion, encapsulacion, atrapamiento o liofilizacion.

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencién se pueden formular de manera
convencional empleando uno o mas portadores fisiolégicamente aceptables que comprenden excipientes y agentes
auxiliares, que facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en preparaciones que se pueden utilizar
farmacéuticamente. La formulacion adecuada depende de la via de administracion elegida.

Para la inyeccion, los ingredientes activos de la composicion farmacéutica se pueden formular en soluciones
acuosas, preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles, tales como solucion de Hank, solucion de
Ringer o tampédn salino fisiolégico. Para la administracion transmucosa, se utilizan en la formulacion penetrantes
apropiados para la barrera que se debe penetrar. Tales penetrantes son generalmente conocidos en la técnica.

Para la administracién oral, la composicién farmacéutica se puede formular faciimente combinando los compuestos
activos con portadores farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Tales portadores permiten que
la composicion farmacéutica se formule como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes,
suspensiones, suspensiones y similares, para la ingestion oral por parte de un paciente. Las preparaciones
farmacologicas para uso oral se pueden preparar empleando un excipiente solido, opcionalmente moliendo la
mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después de afiadir los agentes auxiliares adecuados si se
desea, para obtener comprimidos o nucleos de grageas. Los excipientes adecuados son, en particular, cargas tales
como azucares, que incluyen lactosa, sacarosa, manitol o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por
ejemplo, almidén de maiz, almidon de trigo, almidén de arroz, almidéon de patata, gelatina, goma de tragacanto,
metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, carbometilcelulosa sédica; y/o polimeros fisiologicamente aceptables tales
como polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afadir agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona
entrecruzada, agar o acido alginico o una sal de los mismos, como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas estan provistos de recubrimientos adecuados. Para este proposito, se pueden utilizar
soluciones concentradas de azlcar que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel
de carbopol, polietilenglicol, diéxido de titanio, soluciones de laca y disolventes organicos adecuados o mezclas de
disolventes. Se pueden afiadir colorantes o pigmentos a los comprimidos o recubrimientos de grageas para la
identificacion o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuesto activo.

Las composiciones farmacéuticas que se pueden utilizar por via oral incluyen capsulas de ajuste a presion
preparadas a partir de gelatina, asi como capsulas blandas selladas preparadas a partir de gelatina y un
plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas de ajuste a presion pueden contener los ingredientes activos
mezclados con una carga tal como la lactosa, aglutinantes tales como almidones, lubricantes tales como talco o
estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En las capsulas blandas, los ingredientes activos se
pueden disolver o suspender en liquidos adecuados, tales como aceites grasos, parafina liquida o polietilenglicoles
liquidos. Ademas, se pueden afadir estabilizantes. Todas las formulaciones para administracion oral deben estar en
dosis adecuadas para la via de administracion elegida.

Para la administracion bucal, las composiciones pueden adoptar la forma de comprimidos o pastillas formuladas de
manera convencional.

Para la administracion por inhalacién nasal, los ingredientes activos para su uso de acuerdo con la presente
invencion se administran convenientemente en forma de una presentacion en aerosol desde un envase presurizado
o un nebulizador con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
dicloro-tetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién se
puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Las capsulas y cartuchos, p.
€j., de gelatina para su uso en un dispensador se pueden formular conteniendo una mezcla en polvo del compuesto
y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

La composicion farmacéutica descrita en la presente memoria se puede formular para administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyeccion en embolada o infusidon continua. Las formulaciones para inyeccion se pueden
presentar en forma de dosis unitaria, p. €j., en ampollas o en recipientes multidosis, opcionalmente con un
conservante afadido. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en portadores oleosos
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0 acuosos, y pueden contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o
dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para administracion parenteral incluyen soluciones acuosas de la preparacion
activa en forma soluble en agua. Ademas, las suspensiones de los ingredientes activos se pueden preparar como
suspensiones inyectables apropiadas a base de agua o aceite. Los disolventes o portadores lipdfilos adecuados
incluyen aceites grasos tales como aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos tales como oleato de
etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones inyectables acuosas pueden contener sustancias que aumentan la
viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspension también puede contener estabilizadores adecuados o agentes que aumentan la solubilidad de los
ingredientes activos para permitir la preparacion de soluciones altamente concentradas.

Alternativamente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para la constitucion con un portador adecuado,
por ejemplo, una solucién a base de agua estéril, libre de pirégenos, antes de su uso.

La composicion farmacéutica de la presente invencion también se puede formular en composiciones rectales tales
como supositorios o enemas de retencion, empleando, p. €j., bases de supositorio convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en el contexto de la presente invencion incluyen
composiciones en donde los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el propdsito
pretendido. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de ingredientes
activos (péptido) eficaces para prevenir, aliviar o mejorar los sintomas de un trastorno (p. €j., diabetes) o prolongar la
supervivencia del sujeto que esta siendo tratado.

De acuerdo con una realizaciéon de la presente descripcion, la expresidon anormalmente alta de miR-135 tiene un
efecto antidepresivo.

La determinaciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz se encuentra dentro de la capacidad de los expertos en la
técnica, especialmente a la luz de la descripcion detallada proporcionada en la presente memoria.

Para cualquier preparacion utilizada en los métodos de la invencién, la cantidad o dosis terapéuticamente eficaz se
puede estimar inicialmente a partir de ensayos de cultivo celular e in vitro. Por ejemplo, una dosis se puede formular
en modelos animales para lograr una concentracion o titulo deseado. Tal informacion se puede utilizar para
determinar con mayor precision las dosis Utiles en los seres humanos.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de los ingredientes activos descritos en la presente memoria pueden
determinarse mediante procedimientos farmacéuticos convencionales in vitro, en cultivos celulares o en animales
experimentales. Los datos obtenidos a partir de estos ensayos in vitro y a partir de cultivos celulares y estudios en
animales se pueden utilizar para formular un rango de dosis para uso en seres humanos. La dosificacion puede
variar dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la via de administracion utilizada. La formulacion
exacta, la via de administracion y la dosificacion pueden ser elegidas por el médico individual en vista del estado del
paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl, et al., 1975, en "The Pharmacological Basis of Therapeutics", Cap. 1 pag.1).

La cantidad y el intervalo de dosificacion se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles suficientes en
plasma del ingrediente activo para inducir o suprimir el efecto biolégico (concentracion eficaz minima, CEM). La CEM
variara para cada preparacion, pero puede estimarse a partir de datos in vitro. Las dosis necesarias para lograr la
CEM dependeran de las caracteristicas individuales y de la via de administracion. Se pueden utilizar ensayos de
deteccion para determinar las concentraciones plasmaticas.

Dependiendo de la gravedad y la capacidad de respuesta de la afeccion que se vaya a tratar, la dosificacion puede
ser de una sola administracion o de una pluralidad de administraciones, con un curso de tratamiento que puede
durar desde varios dias hasta varias semanas o hasta que se realice la cura o se logre una disminucién del estado
de la enfermedad.

La cantidad de una composicién que se debe administrar dependera, por supuesto, del sujeto que se vaya a tratar,
la gravedad de la afliccion, la forma de administracion, el criterio del médico que prescribe, etc. La dosis y el
momento de la administracion seran sensibles para un seguimiento cuidadoso y continuo de la condicién cambiante
individual.

Se apreciara que existen modelos animales mediante los cuales los agentes de la presente invencion se pueden
probar antes del tratamiento humano. Por ejemplo, se pueden utilizar modelos animales de depresion, estrés,
ansiedad, tales como el modelo de indefension aprendida (LH), el modelo de estrés leve cronico (CMS), el modelo
de estrés por derrota social (SDS) y el modelo de privacion materna.
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Las composiciones de la presente invencion pueden, si se desea, presentarse en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un kit aprobado por la FDA, que puede contener una o mas formas de dosificacién unitaria
que contienen el ingrediente activo. El envase puede, por ejemplo, comprender una lamina de metal o plastico, tal
como un envase blister. El envase o dispositivo dispensador puede ir acompafiado de instrucciones para la
administracion. El envase o dispensador también se puede acomodar mediante una notificacion asociada con el
recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacién, uso o venta de
productos farmacéuticos, cuya notificacion refleja la aprobacion por parte de la agencia de la forma de las
composiciones o de la administracion a seres humanos o veterinaria. Tal notificacion, por ejemplo, puede ser del
etiqguetado aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos para medicamentos
recetados o de un prospecto de producto aprobado. Las composiciones que comprenden una preparacion de la
invencion formulada en un portador farmacéutico compatible también se pueden preparar, colocar en un recipiente
apropiado y etiquetar para el tratamiento de una afeccion indicada, como se ha detallado adicionalmente
anteriormente.

Se apreciara que las composiciones terapéuticas de la invencion pueden comprender, ademas de los agentes
polinucleotidicos de micro-ARN, otros medicamentos conocidos para el tratamiento de la depresion, el estrés, la
ansiedad, la privacion del suefio, etc., tales como, pero sin limitarse a, inhibidores de la recaptacién de serotonina
(SSRI), inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina-noradrenalina (IRSN), antidepresivos noradrenérgicos
y serotonérgicos especificos (NaSSA), inhibidores selectivos de la recaptacion de norepinefrina (noradrenalina)
(NRI), inhibidores de la recaptacion de norepinefrina, dopamina, potenciadores selectivos de la recaptacion de
serotonina, norepinefrina, desinhibidores de dopamina, antidepresivos triciclicos (p. €j., imipramina), inhibidores de la
monoaminooxidasa (IMAQO). Estos medicamentos pueden incluirse en el articulo de fabricacion en un solo envase o
en envases separados.

Los autores de la presente invencion han demostrado que la expresiéon anormalmente alta de miR-27 da como
resultado la supresion de la MaoA (véase el Ejemplo 1, a continuacion), la expresion anormalmente alta de miR-135
da como resultado la supresion de Sic6a4 (véase el Ejemplo 1, a continuacion), la expresion anormalmente alta de
miR-135, miR-335, miR-26, miR-181 o miR-182 da como resultado la supresion de Htrla (véase el Ejemplo 1, a
continuacion), la expresion anormalmente alta de miR-19 da como resultado la supresion de Adrl (véase el Ejemplo
2, a continuacion) y la supresion de CB1 (véase el Ejemplo 3B, mas abajo), y que la expresion anormalmente alta de
miR-15 da como resultado la supresion de Crh1R (véase el Ejemplo 4, a continuacion) y la supresion de FKBP5
(véase Ejemplo 4B, a continuacion).

Por lo tanto, de acuerdo con una realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método de regulacion de
la expresion de un gen del transportador de serotonina (Sic6a4) en una célula glial, comprendiendo el método la
modulacién de una actividad o la expresiéon de un microARN o un precursor del mismo, en donde el microARN se
selecciona del grupo que consiste en miR-135 y miR-335.

Como se emplea en la presente memoria, el término "transportador de serotonina (Slc6a4)" se refiere a la proteina
transportadora de monoamina (también llamada SERT) implicada en la recaptacion de serotonina de la hendidura
sinaptica. Un Slic6a4 ilustrativo se expone en NP_001036.1.

De acuerdo con oftra realizacion, se proporciona un método de regulacién de la expresion de un gen del receptor
inhibidor de serotonina 1a (Htrla) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la
expresion de un microARN o un precursor del mismo en la célula glial, en donde el microARN se selecciona del
grupo que consiste en miR-135, miR-335, miR-181, miR-182 y miR-26.

Como se emplea en la presente memoria, el término "receptor inhibidor de serotonina 1a (Htr1a)" se refiere al
receptor acoplado a proteina G que funciona como un autorreceptor en la neurona presinaptica e inhibicién mediada
de la liberacioén de serotonina. Una Hitrla ilustrativa se expone en NP_ 000515.2.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método para regular la expresion de un gen de la monoamino
hidroxilasa (MaoA) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresion de
un miR-27 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "monoamino hidroxilasa (MaoA)" se refiere a la enzima que
degrada los neurotransmisores de amina, tales como la dopamina, la norepinefrina y la serotonina. Una MaoA
ilustrativa se expone en NP_000231.1.

De acuerdo con una realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para regular la expresion de
un gen de la triptéfano hidroxilasa 2 (Tph2) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una
actividad o la expresion de un micro-ARN o un precursor del mismo en la célula glial, en donde el microARN se
selecciona del grupo que consiste en miR-181 y miR27.
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Como se emplea en la presente memoria, el término "triptéfano hidroxilasa 2 (Tph2)" se refiere a la enzima que
cataliza la primera y limitante etapa en la biosintesis de la serotonina. Una Tph2 ilustrativa se expone en
NP_NP_775489.2.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulaciéon de la expresion de un gen del receptor
adrenérgico beta 1 (Adrb1) en una célula glial o una célula cardiaca, comprendiendo el método la modulacién de una
actividad o la expresion de un miR-19 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "receptor beta adrenérgico 1 (Adrb1)" se refiere al receptor que
media los efectos fisioldgicos de la adrenalina y la noradrenalina. Un Adrb1 ilustrativo se expone en NP_000675.1.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulacién de la expresion de un gen del receptor
adrenérgico beta 2 (Adrb2) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la
expresion de un miR-15 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "receptor beta 2 adrenérgico (Adrb2)" se refiere al receptor que
esta directamente asociado con el canal de calcio de tipo L clase C Ca(V)1.2. El Adrb2 se expone, p. €j., en
NP_000015.1.

De acuerdo con otra realizacién, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen del receptor de
tipo 1 de CRH en una célula glial, comprendiendo el método la modulaciéon de una actividad o la expresion de un
miR-15 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "CRH tipo 1" se refiere al receptor que se une a la hormona
liberadora de corticotropina (CRH). El tipo 1 de CRH se expone, por ejemplo, en NP_001138618.1,
NP_001138619.1, NP_001138620.1 y NP_004373.2.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen receptor de
glutamato en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresién de miR-181 o
un precursor del mismo.

De acuerdo con otra realizacion, el gen del receptor de glutamato comprende el receptor metabotrépico de
glutamato de tipo 1 (Grm1), el receptor ionotropico de glutamato de tipo kainato 3 (Grik3), el receptor metabotrépico
de glutamato de tipo 5 (Grm5), el receptor ionotrépico de glutamato de tipo kainato 2 (Grik2), y el receptor
metabotrépico de glutamato de tipo 7, como se ha descrito con mas detalle anteriormente.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen de la Molécula
de Adhesion Celular del Sindrome de Down (Dscam) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de
una actividad o la expresion de un miR-182 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "Molécula de Adhesion Celular del Sindrome de Down
(Dscam)" se refiere a la molécula de adhesion celular que desempefia un papel en la auto-evitacion neuronal.
Dscam se expone, p. €j., en NP_001380.2.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen L1 (L1cam) de
la Molécula de adhesion celular en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la
expresion de un miR-182 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "Molécula de adhesion celular L1 (L1cam)" se refiere a la
molécula de adhesidon de células neuronales. L1icam se expone, p. e€j., en NP_000416.1, NP_001137435.1,
NP_076493.1.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen de la proteina X
asociada a Translina (Tsnax) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la
expresion de un miR-182 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "proteina X asociada a Translina (Tsnax)" se refiere a la
proteina que interactia especificamente con translina. Tsnax se expone, p. €j., en NP_005990.1.

De acuerdo con ofra realizacién, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen del receptor 1
de cannabinoides (CB1) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la expresion
de un miR-19 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "receptor cannabinoide 1 (CB1)" se refiere al receptor de
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membrana celular (también conocido como CNR1). CB1 se expone, por ejemplo, en NP_001153698.1,
NP_001153730.1, NP_001153731.1, NP_057167.2, NP_149421.2.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen de la proteina 5
de unién a FK506 (FKBP5) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una actividad o la
expresion de un miR-15 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "proteina 5 de unién a FK506 (FKBP5)" se refiere a la proteina
que se une especificamente a los inmunosupresores FK506 y rapamicina. FKBP5 se expone, p. €j., en
NP_001139247.1, NP_001139248.1, NP_001139249.1, NP_004108.1.

De acuerdo con ofra realizacion, se proporciona un método de regulacion de la expresion de un gen de sintaxina 1a
(Stx1a) en una célula glial, comprendiendo el método la modulaciéon de una actividad o la expresion de un miR-15 o
un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "sintaxina 1a (Stx1a)" se refiere a la proteina especifica del
sistema nervioso. Stx1a se expone, p. €j., en NP_001159375.1, NP_004594.1.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método para regular la expresion de un gen de la quinasa
regulada por suero/glucocorticoide (Sgk1) en una célula glial, comprendiendo el método la modulacién de una
actividad o la expresion de un miR-15 o un precursor del mismo.

Como se emplea en la presente memoria, el término "quinasa regulada por suero/glucocorticoides (Sgk1)" se refiere
a serina/treonina proteina quinasa. Sgk1 se expone, por ejemplo, en NP_001137148.1, NP_001137149.1,
NP_001137150.1, NP_005618.2.

Las presentes ensefianzas contemplan la regulacion por incremento (es decir, aumento) o la regulacion por
disminucion (es decir, disminucion) de los niveles de expresion de los genes mencionados anteriormente.

La regulacién por disminucion de la expresidon génica de acuerdo con las presentes ensefianzas se lleva a cabo
tipicamente administrando o expresando en las células diana (p. ej., células gliales o células cardiacas) un
polinucleétido de microARN (como se ha descrito con mas detalle aqui anteriormente).

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen de Sic6a4, la modulacion comprende la regulacion por incremento del miR-135 y/o miR-335.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen Htr1a, la modulacion comprende la regulaciéon por incremento de miR-135, miR-335, miR-181,
miR-182 y/o miR-26.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen MaoA, la modulacién comprende la regulacion por incremento de miR-27.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen Adrb1, la modulacion comprende la regulacion por incremento de miR-19.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen del receptor de tipo 1 de CRH, la modulacién comprende la regulacién por incremento de miR-15.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen CB1, la modulacién comprende la regulacion por incremento del miR-19.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacién comprende la regulaciéon por disminucion de la
expresion del gen FKBP5, la modulacion comprende la regulacion por incremento de miR-15.

Alternativamente, de acuerdo con ofra realizacion de la presente descripcion, la expresion génica regulada por
incremento se ve afectada por la administracion o la expresion en las células diana (p. €j., células gliales o células
cardiacas) de un agente capaz de la regulacion por disminucion de una expresion de un microARN.

La regulacion por disminucion de los microARN se puede efectuar a el nivel genémico y/o de transcripcion utilizando
una variedad de moléculas que interfieren en la transcripcion y/o la traduccion (p. €j., agentes silenciadores de ARN,
Ribozima, ADNzima y moléculas antisentido).

Los métodos para la regulacion por disminucion de la expresion del microARN son conocidos en la técnica.
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Los agentes de acido nucleico que regulan por disminucion la actividad de miR incluyen, pero no se limitan a, un
mimético diana, un gen resistente a micro-ARN y un inhibidor de miARN.

El mimético diana o diana resistente a micro-ARN es esencialmente complementario al microARN siempre que se
permitan uno o mas de los siguientes emparejamientos erroneos:

(a) un emparejamiento erroneo entre el nucleétido en el extremo 5' del microARN y la secuencia de
nucledtidos correspondiente en el mimético diana o la diana resistente al micro-ARN;

(b) un emparejamiento erréneo entre cualquiera de los nucledtidos en la posicién 1 a la posicion 9 del
microARN vy la secuencia de nucleétidos correspondiente en el mimético diana o diana resistente al micro
ARN; o

(c) tres emparejamientos erréoneos entre cualquiera de los nucleétidos en la posicion 12 y la posicion 21 del
microARN vy la secuencia de nucleétidos correspondiente en el mimético diana o la diana resistente al micro-
ARN, siempre que no haya mas de dos emparejamientos errdoneos consecutivos.

El ARN mimético diana es esencialmente similar al ARN diana modificado para hacerlo resistente a la escision
inducida por miARN, p. ej. modificando su secuencia de modo que se introduzca una variacion en el nucleétido de la
secuencia diana complementaria a los nucleétidos 10 u 11 del miARN, dando como resultado un emparejamiento
erroneo.

Alternativamente, se puede implementar una diana resistente a microARN. Por lo tanto, se puede introducir una
mutacion silenciosa en el sitio de unidon de microARN del gen diana, de modo que las secuencias de ADN y ARN
resultantes se cambien de una manera que se evite la unién del microARN, pero la secuencia de aminoacidos de la
proteina no se modifique. Por lo tanto, se puede sintetizar una nueva secuencia en lugar del sitio de unién existente,
en el que se cambia la secuencia de ADN, lo que da como resultado la carencia de uniéon del miARN a su diana.

De acuerdo con una realizacion especifica, el mimético diana o la diana resistente a micro-ARN estan unidos al
promotor asociado naturalmente con el pre-miARN que reconoce el gen diana y se introduce en la célula vegetal. De
esta manera, el mimético diana de miARN o ARN diana resistente al micro-ARN se expresaran en las mismas
circunstancias que el miARN y el mimético diana o ARN diana resistente al micro-ARN sustituiran al mimético no
diana/ARN diana resistente al microARN degradado por la escision inducida por miARN.

Los alelos de miARN no funcionales o los genes diana resistentes a miARN también se pueden introducir por
recombinacién homdloga para sustituir los alelos que codifican el miARN o los genes diana sensibles a miARN.

La expresion recombinante se efectua clonando el acido nucleico de interés (p. ej., miARN, gen diana, agente
silenciador, etc.) en una construccion de expresion de acido nucleico bajo la expresién de un promotor vegetal.

En otras realizaciones de la descripcién, se utilizan acidos nucleicos monocatenarios sintéticos como inhibidores de
miARN. Un inhibidor de miARN tiene tipicamente una longitud de aproximadamente 17 a 25 nucleétidos y
comprende una secuencia 5' a 3' que es al menos 90% complementaria a la secuencia 5' a 3' de un miARN maduro.
En ciertas realizaciones, una molécula inhibidora de miARN tiene una longitud de 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25
nucledtidos, o cualquier intervalo derivado de la misma. Ademas, un inhibidor de miARN tiene una secuencia (de 5' a
3') que es o es al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,9 0 100%
complementaria, o cualquier intervalo derivado de la misma, a la secuencia 5 a 3' de un miARN maduro,
particularmente un miARN maduro de origen natural.

Los inhibidores de miARN pueden ponerse en contacto con las células mediante técnicas de transfeccion transitoria.
Los inhibidores de miARN estan disponibles comercialmente de companias tales como Applied Biosystems.

Alternativamente, los inhibidores de miARN pueden ser parte de un vector de expresion, como se ha descrito aqui
anteriormente. En este caso, las células pueden transfectarse de forma transitoria o estable con el vector.

De acuerdo con una realizacion especifica, cuando la regulacion comprende la regulaciéon por incremento de la
expresion del gen Tph2, la modulacion comprende la regulacién por disminucion del miR-181 y/o miR-27.

De acuerdo con una realizacion, la regulacion por disminucion de la expresion de un microARN se efectiia mediante
el uso de una secuencia de acido nucleico que se une especificamente y regula por disminucion la expresion del
microARN. Una secuencia de acido nucleico ilustrativa que se puede utilizar de acuerdo con la presente invencién
se puede adquirir a cualquier fabricante, como por ejemplo, a Genecopoeia (miArrest, inhibidores basados en
vectores de microARN).

Por lo tanto, De acuerdo con otra realizacién, se proporciona un polinucleétido aislado que comprende una
secuencia de acido nucleico para la regulaciéon por disminucion de una expresion de miR-181, miR-182, miR-26,
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miR-27, miR-135, miR-335, miR-15 y miR-19 o un precursor de los mismos.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-181 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 134-137 y
SEQ ID NO: 154-157.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-182 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 138-141 y
SEQ ID NO: 147.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-26 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 126-129 y
SEQ ID NO: 145-146.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-27 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 130-133 y
SEQ ID NO: 152-153.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-135 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 110-113 y
SEQ ID NO: 142-143.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-335 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 114-117 y
SEQ ID NO: 144.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-15 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 118-121 y
SEQ ID NO: 150-151.

Los polinucledtidos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion para la regulacion por
disminucion de la expresion de miR-19 incluyen, pero no se limitan a, los establecidos en SEQ ID NO: 122-125 y
SEQ ID NO: 148-149.

Dichas secuencias de acido nucleico pueden estar comprendidas adicionalmente en un vector de expresién como se
ha descrito con mas detalle aqui anteriormente.

La presente invencion contempla adicionalmente evaluar la expresion del gen diana (p. €j., transcrito o polipéptido)
después de la regulacion por disminucion o por aumento del nivel de microARN en la célula (p. €j., célula glial o
célula cardiaca).

Por lo tanto, la presencia y/o el nivel de una secuencia de acido nucleico (p. €j., transcrito) de un gen diana (p. €j.,
Sic6a4, Htrla, MaoA, Adrb1, Adrb2, CRH tipo 1, CB1, FKBP5, Tph2, Grm1, Grik3, Grm5, Grik2, Grm2, Grc2,
Dscam, L1cam, Tsnax, Sgk1 y/o Stx1a) se puede determinar utilizando un polinucleétido aislado (p. €j., una sonda
polinucleotidica, una sonda/cebador oligonucleotidicos) capaz de hibridar con una secuencia de acido nucleico del
gen diana (p. €j., Slc6a4 como se expone, por ejemplo, en NM_001045.4 o una porcion del mismo; Htrla como se
expone, p. €., en NM_000524.3 o una porcién del mismo; MaoA, como se expone, p. €., en NM_000240.3 o
NM_001270458.1 o una porcion del mismo; Adrb1, como se expone, p. €j., en NM_000684.2 o una porcion del
mismo; Adrb2 como se expone en, por ejemplo, NM_000024.5 o una porcion del mismo; receptor de tipo 1 de CRH
como se expone, p. €j., en NM_001145146.1, NM_001145147.1 o una porcién del mismo; CB1, como se indica, p.
ej.,, en NM_001160226.1, NM_033181.3 o una porcion del mismo; FKBP5 como se expone, p. €j., en
NM_001145775.1, NM_001145777.1 o una porcién del mismo; Tph2 como se expone, p. €j., en NM_173353.3 o una
porcién del mismo; Grm1 como se expone, p. €j., en NM_000838.3, NM_001114329.1 o una porciéon del mismo;
Grik3 como se expone, p. €j., en NM_000831.3 o una porcion del mismo; Grm5 como se expone, p. €j., en
NM_000842.3, NM_001143831.2 o una porcion del mismo; Grik2 como se expone, p. €j., en NM_001166247.1,
NM_021956.4 o una porcion del mismo; Grm7 como se expone, p. €j., en NM_000844.3, NM_181874.2 o una
porcién del mismo; Gria2 como se expone, p. €j., en NM_000826.3, NM_001083619.1 o una porcion del mismo;
Dscam como se expone, p. €j., en NM_001389.3 o una porcién del mismo; L1cam como se expone, p. €j., en
NM_000425.3, NM_001143963.1, NM_024003.2 o una porcion del mismo; Tsnax_como se expone, p. €j., en
NM_005999.2 o una porcién del mismo; Sgk1 como se expone, p. €j., en NM_001143676.1, NM_001143677.1,
NM_001143678.1 o una porcion del mismo y/o Stx1a como se expone, p. €j., en NM_001165903.1, NM_004603.3 o
una porcién del mismo). Tal polinucledtido puede ser de cualquier tamario, tal como un polinucleétido corto (p. €j., de
15-200 bases), y un polinucledtido intermedio (p. ej., 200-2000 bases) o un polinucleétido largo mayor de 2000
bases.
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La sonda polinucleotidica aislada utilizada por la presente descripcién puede ser cualquier molécula de ARN
marcada directa o indirectamente (p. €j., oligonucleétido de ARN, molécula de ARN transcrita in vitro), molécula de
ADN (p. €j., oligonucleétido, molécula de ADNc, molécula genémica) y/o un andlogo de la misma [p. €j., acido
peptidonucleico (PNA)] que es especifico del transcrito de ARN del gen diana de la presente descripcion.

Los oligonucledtidos disefiados de acuerdo con las ensefianzas de la presente invencion se pueden generar de
acuerdo con cualquier método de sintesis de oligonucleétidos conocido en la técnica, como se ha descrito en detalle
anteriormente.

El oligonucledtido de la presente descripcion tiene al menos 17, al menos 18, al menos 19, al menos 20, al menos
22, al menos 25, al menos 30 o al menos 40, bases hibridables especificamente con las alteraciones de secuencia
descritas anteriormente en la presente memoria.

Los oligonucledtidos de la presente descripcion pueden comprender nucledsidos heterociclicos que consisten bases
puricas y pirimidinicas, unidas en un enlace fosfodiéster 3'a 5'.

Preferiblemente, los oligonucledtidos empleados son aquellos modificados en la cadena principal, los enlaces
internucleosidicos o las bases, como se ha descrito ampliamente en la presente memoria anteriormente.

El polinucleétido aislado utilizado en la presente descripcion se puede marcar directa o indirectamente empleando
una etiqueta o una molécula marcadora. Tales marcas pueden ser, por ejemplo, moléculas fluorescentes (p. €j.,
fluoresceina o Rojo Texas), molécula radiactiva (p. ej., *P-y-ATP o *?P-a-ATP) y sustratos cromogénicos [p. €j., Fast
Red, BCIP/INT, disponible de (ABCAM, Cambridge, MA)]. El marcaje directo se puede lograr conjugando
covalentemente una molécula marcada con el polinucleétido (p. ej., empleando sintesis en fase sdélida) o mediante
incorporacion a través de polimerizacion (p. ej., empleando una reaccién de transcripcion in vitro o marcaje de
cebado al azar). El marcaje indirecto se puede lograr conjugando covalentemente o incorporando al polinucleétido
una molécula etiqueta no marcada (p. e€j., digoxigenina o biotina) y con posterioridad sometiendo el polinucleétido a
una molécula marcada (p. €j., anticuerpo anti-digoxigenina o estreptavidina) capaz de reconocer especificamente la
etiqueta no marcada.

Los polinucleotidos descritos anteriormente se pueden emplear en una variedad de métodos de deteccién de ARN,
tal como analisis de transferencia Northern, PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) [p. €j., una RT-PCR
semicuantitativa, RT-PCR cuantitativa utilizando, p. €j., Light Cycler™ (Roche)], hibridaciéon de ARN in situ (RNA-
ISH), tincién de RT-PCR in situ [p.€j., como describen Nuovo GJ, et al. 1993, Intracellular localization of polymerase
chain reaction (PCR)-amplified hepatitis C cDNA. Am J Surg Pathol. 17: 683-90, and Komminoth P, et al. 1994,
Evaluation of methods for hepatitis C virus detection in archival liver biopsies. Comparison of histology,
immunohistochemistry, in situ hybridization, reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and in situ
RT-PCR. Pathol Res Pract., 190: 1017-25] y analisis de micromatrices de oligonucleétidos [p. €j., utilizando la
micromatriz de Affymetrix (Affymetrix®, Santa Clara, CA)].

La presencia y/o nivel de la secuencia de aminoacidos (p. €j., proteina) del gen diana (p. €j., Slc6a4, Htrla, MaoA,
Adrb1, Adrb2, receptor de CRH tipo 1, CB1, FKBP5, Tph2, Grm1, Grik3, Grm5, Grik2, Grm2, Gria2, Dscam, L1cam,
Tsnax, Sgk1 y/o Stx1a) se puede determinar utilizando, por ejemplo, un anticuerpo especifico a través de la
formacién de un inmunocomplejo [es decir, un complejo formado entre el antigeno del gen diana (una secuencia de
aminoacidos) presente en la muestra bioldgica y el anticuerpo especifico].

El inmunocomplejo de la presente descripcion se puede formar a una variedad de temperaturas, concentracion de
sal y valores de pH que pueden variar dependiendo del método y la muestra bioldgica utilizada y los expertos en la
técnica son capaces de ajustar las condiciones adecuadas para la formacion de cada inmunocomplejo.

El término "anticuerpo”, como se emplea en esta descripcion, incluye moléculas intactas, asi como también
fragmentos funcionales de las mismas, tales como Fab, F(ab')2, Fv o moléculas de dominio Unico tales como VH y
VL para un epitopo de un antigeno. Estos fragmentos de anticuerpos funcionales se definen de la siguiente manera:
(1) Fab, el fragmento que contiene un fragmento de unién a antigeno monovalente de una molécula de anticuerpo,
se puede producir por digestion de un anticuerpo completo con la enzima papaina para producir una cadena ligera
intacta y una porciéon de una cadena pesada; (2) Fab', el fragmento de una molécula de anticuerpo que se puede
obtener tratando el anticuerpo completo con pepsina, seguido de reduccion, para producir una cadena ligera intacta
y una porciéon de la cadena pesada; se obtienen dos fragmentos Fab' por molécula de anticuerpo; (3) (Fab')2, el
fragmento del anticuerpo que se puede obtener tratando el anticuerpo completo con la enzima pepsina sin reduccion
posterior; F(ab')2 es un dimero de dos fragmentos Fab' unidos por dos enlaces disulfuro; (4) Fv, definido como un
fragmento modificado genéticamente que contiene la regién variable de la cadena ligera y la regién variable de la
cadena pesada expresada como dos cadenas; (5) Anticuerpo de cadena sencilla ("SCA"), una molécula disefiada
genéticamente que contiene la region variable de la cadena ligera y la region variable de la cadena pesada, unidas
por un conector polipeptidico adecuado tal como una molécula de cadena Unica genéticamente fusionada; y (6) los
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anticuerpos de dominio Unico estan compuestos de un solo dominio VH o VL que muestran una afinidad suficiente
por el antigeno.

Los métodos para producir anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como sus fragmentos, son bien conocidos
en la técnica (Véase, por ejemplo, Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York, 1988, incorporada a la presente como referencia).

Los fragmentos de anticuerpos de acuerdo con la presente descripcion se pueden preparar mediante hidrolisis
proteolitica del anticuerpo o mediante expresion en E. coli o células de mamiferos (p. €j., cultivo de células de Ovario
de hamster chino u otros sistemas de expresion de proteinas) de ADN que codifica el fragmento. Los fragmentos de
anticuerpos se pueden obtener por digestion con pepsina o papaina de anticuerpos completos mediante métodos
convencionales. Por ejemplo, los fragmentos de anticuerpos se pueden producir por escision enzimatica de
anticuerpos con pepsina para proporcionar un fragmento 5S denominado F(ab')2. Este fragmento puede ser
escindido adicionalmente empleando un agente reductor de tiol, y opcionalmente un grupo bloqueador para los
grupos sulfhidrilo que resulta de la escisién de enlaces disulfuro, para producir fragmentos monovalentes Fab' 3.58S.
Alternativamente, una escision enzimatica en la que se utiliza pepsina produce dos fragmentos Fab' monovalentes y
un fragmento Fc directamente. Estos métodos son descritos, por ejemplo, por Goldenberg, Patentes de Estados
Unidos Num. 4.036.945 y 4.331.647 y las referencias contenidas en las mismas, cuyas patentes se incorporan en la
presente memoria como referencia en su totalidad. Véase también Porter, R. R. [Biochem. J. 73: 119-126 (1959)].
También se pueden utilizar otros métodos de escision de anticuerpos, tales como la separacion de cadenas pesadas
para formar fragmentos de cadena pesada-ligera monovalentes, escision adicional de fragmentos u otras técnicas
enzimaticas, quimicas o genéticas, siempre que los fragmentos se unan al antigeno que sea reconocido por el
anticuerpo intacto.

Los fragmentos Fv comprenden una asociacion de cadenas VH y VL. Esta asociacion puede ser no covalente, como
describen Inbar et al. [Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 69: 2659-62 (19720]. Alternativamente, las cadenas variables se
pueden unir mediante un enlace disulfuro intermolecular o se pueden entrecruzar mediante productos quimicos tales
como glutaraldehido. Preferiblemente, los fragmentos Fv comprenden cadenas VH y VL conectadas por un conector
peptidico. Estas proteinas de unién a antigeno de una sola cadena (scFv) se preparan construyendo un gen
estructural que comprende secuencias de ADN que codifican los dominios VH y VL conectados por un
oligonucledtido. El gen estructural se inserta en un vector de expresion, que posteriormente se introduce en una
célula anfitriona tal como E. coli. Las células anfitrionas recombinantes sintetizan una Unica cadena polipeptidica con
un péptido conector que une los dos dominios V. Los métodos para producir scFvs son descritos, p. €j., por Whitlow
y Filpula, Methods 2: 97-105 (1991); Bird et al., Science 242: 423-426 (1988); Pack et al., Bio/Technology 11:1271-
77 (1993); y la Patente de Estados Unidos Num. 4.946.778, que se incorpora en la presente memoria como
referencia en su totalidad.

Otra forma de un fragmento de anticuerpo es un péptido que codifica una Unica region determinante de
complementariedad (CDR). Los péptidos de CDR ("unidades de reconocimiento minimas") se pueden obtener
construyendo genes que codifican la CDR de un anticuerpo de interés. Tales genes se preparan, por ejemplo,
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa para sintetizar la region variable a partir del ARN de células
productoras de anticuerpos. Véase, por ejemplo, Larrick y Fry [Methods, 2: 106-10 (1991)].

Los anticuerpos también se pueden producir utilizando diversos mecanismos conocidos en la técnica, incluidas las
bibliotecas de presentacion de fagos [Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581 (1991)]. Las técnicas de Cole et al. y Boerner et al. también estan disponibles para la preparacion de
anticuerpos monoclonales humanos (Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag. 77
(1985) y Boerner et al., J. Immunol., 147(1):86-95 (1991)]. De manera similar, los anticuerpos humanos se pueden
producir mediante la introduccion de loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, por ejemplo,
ratones en los que los genes de inmunoglobulina endégenos se han inactivado parcial o completamente. Tras la
sensibilizacion, se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se asemeja mucho a la observada en los
seres humanos en todos los aspectos, incluido el reordenamiento de genes, el ensamblaje y el repertorio de
anticuerpos. Este enfoque se describe, por ejemplo, en las Patentes de Estados Unidos Num. 5.545.807; 5.545.806;
5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.661.016, y en las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al.,
Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994); Morrison, Nature 368 812-13
(1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996); y
Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13, 65-93 (1995).

Los anticuerpos ilustrativos que se pueden utilizar de acuerdo con la presente descripcion incluyen, p. €j., anticuerpo
anti-Slc6a4 disponible, p. €j. de Abnova Corporation, Abgent y MBL International; anticuerpo anti-Htrla disponible, p.
ej., de Novus Biologicals, Acris Antibodies GmbH y Abnova Corporation; anticuerpo anti-MaoA disponible, p. €j., de
Abnova Corporation, Proteintech Group, Inc. y Abgent; anticuerpo anti-Adrb1 disponible, p. €j., de Biorbyt, Abgent y
anticuerpos en linea; anticuerpo anti-Adrb2 disponible, p. ej., de Tocris Bioscience, Abnova Corporation y
anticuerpos en linea; anticuerpo anti-CRH tipo 1 disponible, p. €j., de MyBioSource.com, Abcam y Novus Biologicals;
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anticuerpo anti-CBI disponible, p. ej., de Santa Cruz Biotechnology, Inc. y Epitomics, Inc.; anticuerpo anti-FKBP5
disponible, p. ej., de BD Biosciences y Abnova Corporation; anticuerpo anti-Tph2 disponible p. ej., de Novus
Biologicals y Acris Antibodies GmbH; anticuerpo anti-Grm1 disponible, p. ej., de Novus Biologicals y Biorbyt;
anticuerpo anti-Grik3 disponible, p. ej., de Acris Antibodies GmbH y Atlas Antibodies; anticuerpo anti-Grm5
disponible, p. €j., de Biorbyt y Acris Antibodies GmbH; anticuerpo anti-Grik2 disponible, p. €j., de Proteintech Group,
Inc., Aviva Systems Biology y Abgent; anticuerpo anti-Grm7 disponible, p. ej., de Acris Antibodies GmbH vy
anticuerpos en linea; anticuerpo anti-Gria2 disponible, p. ej., de Proteintech Group, Inc. y Abnova Corporation;
anticuerpo anti-Dscam disponible, p. €j., de Novus Biologicals y R&D Systems; anticuerpo anti-Llcam disponible, p.
ej., de GeneTex, Novus Biologicals y Acris Antibodies GmbH; anticuerpo anti-Tsnax disponible, p. ej., de BD
Biosciences y GenWay Biotech, Inc.; anticuerpo anti-Sgkl disponible, p. €j., de Epitomics, Inc. y Acris Antibodies
GmbH; y/o anticuerpo anti-Stxla disponible, p. ej. de MBL International y Spring Bioscience.

Se pueden utilizar varios métodos para detectar la formacién del inmunocomplejo de la presente descripcion y los
expertos en la técnica son capaces de determinar qué método es adecuado para cada inmunocomplejo y/o el tipo de
células utilizadas para el diagnostico.

El anticuerpo especifico (p. e€j., anticuerpo anti-Slc6a4; anticuerpo anti-Htrla; anticuerpo anti-MaoA; anticuerpo anti-
Adrbl; anticuerpo anti-Adrb2; anticuerpo anti-receptor de CRH tipo 1; anticuerpo anti-CBI; anticuerpo anti-FKBP5;
anticuerpo anti-Tph2; anticuerpo anti-Grm1; anticuerpo anti-Grik3; anticuerpo anti-Grm5; anticuerpo anti-Grik2;
anticuerpo anti-Grm7; anticuerpo anti-Gria2; anticuerpo anti-Dscam; anticuerpo anti-Licam; anticuerpo anti-Tsnax;
anticuerpo anti-Sgkl y/o anticuerpo anti-Stxla utilizados en el inmunocomplejo de la presente descripcion se pueden
marcar empleando métodos conocidos en la técnica. Se apreciara que los anticuerpos marcados pueden ser
anticuerpos primarios (es decir, que se unen al antigeno especifico, por ejemplo, un antigeno especifico del gen
diana) o anticuerpos secundarios (p. €j., anticuerpos anti-conejo de cabra marcados, anticuerpo anti-humano de
ratbn marcado) que se unen a los anticuerpos primarios. El anticuerpo se puede conjugar directamente con una
etiqueta o se puede conjugar con una enzima.

Los anticuerpos de la presente descripcion se pueden marcar de forma fluorescente (utilizando un colorante
fluorescente conjugado con un anticuerpo), radiomarcar (utilizando anticuerpos radiomarcados, p. €., 125I), o]
conjugar con una enzima (p. €j., peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina) y utilizar junto con un sustrato
cromogeénico para producir una reaccion colorimétrica. Los sustratos cromogénicos utilizados por los anticuerpos
conjugados con enzimas de la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, AEC, Fast red, substrato ELF-97
[2-(5'-cloro-2-fosforiloxifenil)-6-cloro-4(3H)-quinazolinonal, p-nitrofenilfosfato (PNPP), difosfato de fenolftaleina y ELF
39-fosfato, BCIP/INT, Vector Red (VR), fosfato salmén y magenta (Avivi C., et al., 1994, J Histochem. Cytochem.
1994; 42: 551-4) para la enzima fosfatasa alcalina y Nova Red, diaminobenzidina (DAB), Vector (R) substrato SG,
sustrato quimioluminiscente basado en luminol para la enzima peroxidasa. Estos sustratos enzimaticos estan
disponibles comercialmente de Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.), Molecular Probes Inc. (Eugene, OR, EE. UU.),
Vector Laboratories Inc. (Burlingame, CA, EE. UU.), Zymed Laboratories Inc. (San Francisco, CA, USA), Dako
Cytomation (Dinamarca).

La deteccion del inmunocomplejo en una muestra bioldgica, tal como una muestra de sangre o suero, que puede
contener un polipéptido del gen diana soluble (p. €j., secretado, excretado) se puede realizar utilizando analisis de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA),
transferencia Western y radioinmunoensayo (RIA), inmunoprecipitacion (IP) o por un enfoque basado en el peso
molecular.

Para la transferencia Western, las proteinas se extraen de una muestra de células y se someten a electroforesis (p.
ej., SDS-PAGE) y se transfieren a una membrana (p. €j., nailon o PVDF). Después, la membrana interactia con un
anticuerpo especifico (p. €j., anticuerpo anti-Slc6a4; anticuerpo anti-Htrla; anticuerpo anti-MaoA; anticuerpo anti-
Adrb1; anticuerpo anti-Adrb2; anticuerpo anti-CRH tipo 1; anticuerpo anti-CB1; anticuerpo anti-FKBP5; anticuerpo
anti-Tph2; anticuerpo anti-Grm1; anticuerpo anti-Grik3; anticuerpo anti-Grm5; anticuerpo anti-Grik2; anticuerpo anti-
Grm7; anticuerpo anti-Gria2; anticuerpo anti-Dscam; anticuerpo anti-Licam; anticuerpo anti-Tsnax; anticuerpo anti-
Sgkl y/o anticuerpo anti-Stxla) que puede ser directamente marcado o sometido adicionalmente a un anticuerpo
secundario marcado. La deteccién puede ser por autorradiografia, reaccion colorimétrica o quimioluminiscencia. Este
método permite la cuantificacion de una cantidad de sustrato y la determinacién de su identidad por una posicion
relativa en la membrana que es indicativa de una distancia de migracion en el gel de acrilamida durante la
electroforesis.

En caso de que la concentracion del antigeno en la muestra bioldgica sea baja, la deteccion del antigeno (secuencia
de aminoacidos del gen diana) se puede realizar mediante inmunoprecipitacién (IP). Para el analisis de
inmunoprecipitacion, el anticuerpo especifico (p. €j., anticuerpo anti-Slc6a4; anticuerpo anti-Htrla; anticuerpo anti-
MaoA; anticuerpo anti-Adrb1; anticuerpo anti-Adrb2; anticuerpo anti-CRH tipo 1; anticuerpo anti-CB 1; anti-FKBP5
anticuerpo; anticuerpo anti-Tph2; anticuerpo anti-Grm1; anticuerpo anti-Grik3; anticuerpo anti-Grm5; anticuerpo anti-
Grik2; anticuerpo anti-Grm7; anticuerpo anti-Gria2; anticuerpo anti-Dscam; anticuerpo anti-Llcam; anti-Tsnax
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anticuerpo; anticuerpo anti-Sgkl y/o anticuerpo anti-Stxla) puede interactuar directamente con una muestra (p. €j., un
producto lisado celular) que incluye el polipéptido del gen diana y el complejo formado se puede detectar
adicionalmente empleando un anticuerpo secundario conjugado con las esferas (p. €j., si el anticuerpo especifico es
un anticuerpo monoclonal de ratdn, el anticuerpo secundario puede ser un anticuerpo anti-ratén conjugado, p. €j.,
con esferas de Sefarosa). Las esferas se pueden precipitar después por centrifugacion, después de lo cual las
proteinas precipitadas (p. €j., el polipéptido del gen diana y los anticuerpos especificos) se pueden separar de las
esferas (p. €j., empleando desnaturalizacion a 95°C) y ademas se pueden someter a analisis de transferencia
Western empleando anticuerpos. Alternativamente, el anticuerpo especifico y el anticuerpo secundario conjugado
con las esferas se pueden afadir a la muestra biolégica que contiene el antigeno (polipéptido del gen diana) para
formar asi un inmunocomplejo. Alternativamente, si el polipéptido del gen diana es una proteina altamente
glicosilada, también se puede precipitar empleando un sustrato capaz de unirse a los polipéptidos glicosilados tales
como Concavalina A (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suecia) que también se puede conjugar con las
esferas, seguido de anticuerpos especificos del analisis de transferencia Western como se ha descrito
anteriormente.

El analisis FACS permite la deteccion de antigenos presentes en las membranas celulares. Brevemente, los
anticuerpos especificos, como se ha descrito anteriormente, estan unidos a los fluoréforos y la deteccion se realiza
por medio de una maquina de clasificacion de células que lee la longitud de onda de la luz emitida por cada célula
cuando pasa a través de un haz de luz. Este método puede emplear dos 0 mas anticuerpos simultaneamente.

La presencia y/o el nivel del polipéptido del gen diana también se puede determinar utilizando ELISA. Brevemente,
una muestra que contiene el antigeno del gen diana se fija a una superficie tal como un pocillo de una placa de
microtitulacion. Un anticuerpo especifico para el antigeno (p. €j., anticuerpo anti-Slc6a4; anticuerpo anti-Htrla;
anticuerpo anti-MaoA; anticuerpo anti-Adrb1; anticuerpo anti-Adrb2; anticuerpo anti-receptor de CRH tipo 1;
anticuerpo anti-CBI; anticuerpo anti-FKBP5; anticuerpo anti-Tph2; anticuerpo anti-Grm1; anticuerpo anti-Grik3;
anticuerpo anti-Grmb5; anticuerpo anti-Grik2; anticuerpo anti-Grm7; anticuerpo anti-Gria2; anticuerpo anti-Dscam;
anticuerpo anti-L1cam; anticuerpo anti-Tsnax; anticuerpo anti-Schkl y/o anticuerpo anti-Stxla) acoplado a una enzima
se aplica y se deja que se una al antigeno. La presencia del anticuerpo se detecta y cuantifica después mediante
una reaccién colorimétrica que emplea la enzima acoplada al anticuerpo. Las enzimas cominmente empleadas en
este método incluyen la peroxidasa de rabano picante y la fosfatasa alcalina. Si esta bien calibrada y dentro del
rango lineal de respuesta, la cantidad de sustrato presente en la muestra es proporcional a la cantidad de color
producida. Generalmente se emplea un patrén de sustrato para mejorar la precision cuantitativa.

La presencia y/o nivel de un polipéptido del gen diana también se puede determinar utilizando un
radioinmunoensayo (RIA). En una version, este método implica la precipitacion del antigeno deseado (polipéptido del
gen diana) con un anticuerpo especifico y una proteina de unién al anticuerpo radiomarcado (p. €j., proteina A
marcada con I125) inmovilizada sobre un portador precipitable tal como esferas de agarosa. El nimero de recuentos
en el sedimento precipitado es proporcional a la cantidad de antigeno.

En una version alternativa del RIA, se emplean un antigeno marcado y una proteina de unién a anticuerpo no
marcado. Una muestra que contiene una cantidad desconocida de antigeno se afiade en cantidades variables. La
disminucion en los recuentos precipitados del antigeno marcado es proporcional a la cantidad de antigeno en la
muestra afadida.

La presencia y/o nivel de un polipéptido del gen diana también se puede determinar utilizando un enfoque basado en
el peso molecular. Dado que el inmunocomplejo exhibe un peso molecular mas alto que sus componentes, también
se pueden emplear métodos capaces de detectar dicho cambio en el peso molecular. Por ejemplo, el
inmunocomplejo se puede detectar mediante un ensayo de retardo en gel. En resumen, un gel de acrilamida no
desnaturalizante se carga con muestras. Un cambio en el tamafio (peso molecular) del producto proteico en
comparacion con sus componentes es indicativo de la presencia de un inmunocomplejo. Este cambio a un peso
molecular mas alto puede verse utilizando una tinciéon de proteinas no especifica como la tincién de plata o la tincién
azul de Commassie.

La deteccion in situ del polipéptido del gen diana en una muestra biolégica tal como una seccion de tejido (p. €j.,
incluida en parafina o crioseccion) se puede realizar utilizando métodos de tinciéon inmunolégica que detectan la
union de anticuerpos en las células in situ. Los ejemplos de procedimientos de tincion inmunoldégica incluyen, pero
no se limitan a, inmunohistoquimica marcada con fluorescencia (utilizando un colorante fluorescente conjugado con
un anticuerpo), inmunohistoquimica radiomarcada (utilizando anticuerpos radiomarcados, p. e€j., 125I,), e
inmunocitoquimica [utilizando una enzima (p. €j., peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina) y un sustrato
cromogénico para producir una reaccion colorimétrica). Se apreciara que las enzimas conjugadas con anticuerpos
pueden utilizar diversos sustratos cromogénicos como se ha descrito anteriormente en la presente memoria.

Preferiblemente, la tincion inmunoloégica usada por la presente descripcion es inmunohistoquimica y/o
inmunocitoquimica.
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La tinciéon inmunolégica es seguida preferiblemente por una contratincion de las células utilizando un tinte, que se
une a los compartimentos celulares no tefidos. Por ejemplo, si el anticuerpo marcado se une a los antigenos
presentes en el citoplasma celular, una tincion nuclear (p. €j., tincion de Hematoxilina-Eosina) es una contratincion
apropiada.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de Tph2 después de la
regulacion por disminucion de miR-181 y/o miR-27.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de Slc6a4 después de la
regulacion por incremento de miR-135 y/o miR-335.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de Htrla después de la
regulacion por incremento de miR-135, miR-335, miR-181, miR-182 y/o miR-26.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de MaoA después de la
regulacion por incremento de miR-27.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de Adrb1 después de la
regulacion por incremento de miR-19.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de CB1 después de la
regulacion por incremento de CB1.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen del receptor de CRH de tipo 1
después de la regulacion por incremento de miR-15.

De acuerdo con una realizacion, el método comprende medir una expresion del gen de FKBP5 después de la
regulacion por incremento de miR-15.

Los autores de la presente invencion se han dado cuenta ademas de que mR135 esta regulado por incremento en
sujetos que tienen una afeccion médica asociada con la serotonina (descrita anteriormente).

Por lo tanto, se proporciona un método para diagnosticar una afeccion médica relacionada con la serotonina en un
sujeto que lo necesite, comprendiendo el método medir un nivel de expresion de un miR-135 en una sangre del
sujeto, en donde un alto nivel de expresion del miR-135 en comparacion con el de una muestra de sangre de un
sujeto sano es indicativo de la afeccién médica asociada a la serotonina.

Los métodos para analizar miR en muestras de sangre son bien conocidos en la técnica y se describen a
continuacion.

El diagnéstico se puede evaluar y establecer adicionalmente utilizando los métodos del patrén Oro. Tipicamente, al
menos uno de los antecedentes médicos completos del paciente, la evaluacion fisica y la evaluacion completa de los
sintomas ayudan a determinar la causa de la depresion. Los cuestionarios normalizados pueden ser Utiles, tales
como la Escala de Evaluacion de Hamilton para la Depresion y el Inventario de Depresion de Beck.

Los autores de la presente invencién han demostrado ademas que los niveles plasmaticos de miR-135a disminuyen
en los sujetos tratados con un farmaco antidepresivo, como la fluoxetina (un antidepresivo de la clase SSRI),
mientras que los niveles de miR-135a en el cerebro aumentan en estos mismos sujetos. (Ver Figuras 3E-J).

Por lo tanto, De acuerdo con otra realizacion de la presente descripcion, se proporciona un método para controlar el
tratamiento de un farmaco antidepresivo, comprendiendo el método: (a) tratar a un sujeto que lo necesite con un
farmaco antidepresivo; y (b) medir un nivel de expresion de un miR-135 en la sangre del sujeto antes y después del
tratamiento, en donde un nivel de expresion mas bajo del miR-135 después del tratamiento con el medicamento
antidepresivo en comparaciéon con el nivel de expresion del miR-135 antes del tratamiento con el farmaco
antidepresivo es indicativo de un tratamiento eficaz.

Como se emplea en la presente memoria, el término "farmaco antidepresivo" se refiere a cualquier medicamento
utilizado para aliviar los trastornos del estado de animo, tal como la depresion mayor y la distimia, y los trastornos de
ansiedad, tales como el trastorno de ansiedad social. Los farmacos antidepresivos ilustrativos incluyen, pero no se
limitan a, Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (SSRI, tales como Citalopram, Escitalopram,
Fluoxetina, Fluvoxamina, Paroxetina y Sertralina); Inhibidores de la recaptacion de serotonina y norepinefrina (SNRI,
tales como Desvenlafaxina, Duloxetina, Milnacipran y Venlafaxina); Antidepresivos noradrenérgicos Yy
serotoninérgicos especificos (tales como Mianserina y Mirtazapina); Inhibidores de la recaptaciéon de noradrenalina
(noradrenalina) (NRI, tales como Atomoxetina, Mazindol, Reboxetina and Viloxazina); Inhibidores de la recaptacion
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de Norepinefrina-dopamina (tales como Bupropion); Mejoradores selectivos de la recaptacion de serotonina (tales
como Tianeptina); Desinhibidores de norepinefrina-dopamina (NDDI tales como Agomelatina); Antidepresivos
triciclicos (incluidos Antidepresivos triciclicos de amina terciaria y Antidepresivos triciclicos de amina secundaria); e
Inhibidores de monoaminooxidasa (MAOI).

De acuerdo con una realizacion especifica, el farmaco antidepresivo comprende inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (SSRI) o inhibidores de la recaptacion de noradrenalina (NRI).

La medicion del nivel de expresion de miR-135 se efectia tipicamente en una muestra de sangre obtenida del
sujeto.

Como se emplea en la presente memoria, el término "muestra de sangre" se refiere a sangre completa de nueva
aportacion, sangre completa fraccionada y plasma sanguineo. La muestra de sangre se obtiene tipicamente del
sujeto después del tratamiento con un medicamento antidepresivo, sin embargo, también se puede obtener una
muestra de sangre del sujeto antes del tratamiento para una comparacion adicional de los niveles de miR-135.

Se determina un tratamiento antidepresivo eficaz cuando se obtiene un nivel de expresién mas bajo del miR-135
después del tratamiento en comparacion con el nivel de expresion de miR-135 antes del tratamiento.

De acuerdo con otra realizacion, se proporciona un método para controlar una afeccién psiquiatrica en un sujeto que
lo necesite, comprendiendo el método medir un nivel de expresion de un miR-135 en una sangre del sujeto, en
donde un alto nivel de expresion del miR-135 en comparacién con un sujeto sano es indicativo de el trastorno
psiquiatrico.

De acuerdo con otra realizacion, el trastorno psiquiatrico comprende depresion, ansiedad, estrés, fatiga, deterioro de
la funcién cognitiva, ataque de panico, comportamiento compulsivo, adiccion, fobia social, trastorno del suefio y
trastorno relacionado con la alimentacion.

De acuerdo con una realizacién especifica, el miR-135 comprende miR-135a.

La medicion de un nivel de expresiéon de un miR-135 se puede llevar a cabo mediante cualquier método conocido
por un experto en la técnica, tal como por ejemplo, mediante analisis Northern, ensayo de proteccién de ARNasa y
PCR (p. €j., PCR en tiempo real).

El seguimiento del tratamiento también se puede efectuar evaluando el bienestar del paciente, y adicionalmente o
alternativamente, sometiendo al sujeto a pruebas de comportamiento, MRI o cualquier otro método conocido por un
experto en la técnica.

Se espera que durante la vigencia de una patente que estd madurando a partir de esta solicitud, se desarrollen
muchos inhibidores relevantes de los miARN o, alternativamente, se desarrollen modificaciones de miARN y se
pretende que el alcance del término microARN incluya todas estas nuevas tecnologias a priori.

Como se emplea en la presente memoria, el término "aproximadamente" se refiere a £ 10%.

Los términos "comprende”, "que comprende”, "incluye", "que incluye", "que tiene" y sus conjugados significan "que
incluye pero no se limita a".

El término "que consiste" significa "que incluye y se limita a".

El término "que consiste esencialmente en significa que la composicion, el método o la estructura pueden incluir
ingredientes, etapas y/o partes adicionales, pero solo si los ingredientes, las etapas y/o las partes adicionales no
alteran materialmente las caracteristicas basicas y novedosas de la composicién, los método o la estructura
reivindicados.

Como se emplea en la presente memoria, la forma singular "un", "uno", "una" "el" y "la" incluye las referencias
plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, el término "un compuesto” o "al
menos un compuesto” puede incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo mezclas de los mismos.

A lo largo de esta solicitud, varias realizaciones de esta invencién se pueden presentar en un formato de rango. Se
debe entender que la descripciéon en formato de rango es meramente por conveniencia y brevedad y no se debe
interpretar como una limitacion inflexible en el alcance de la invencion. Por consiguiente, debe considerarse que la
descripcion de un rango ha revelado especificamente todos los subintervalos posibles, asi como los valores
numéricos individuales dentro de ese rango. Por ejemplo, se debe considerar que la descripcion de un rango tal
como de 1 a 6 ha revelado especificamente subintervalos tales comode 1a3,de1a4,de1ab5,de2a4,de2a6,
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de 3 a 6, etc., asi como a numeros individuales dentro de ese rango, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 y 6. Esto se aplica
independientemente de la amplitud del rango.

Cuando se indica un rango numérico en la presente memoria, se pretende que incluya cualquier niumero citado
(fraccionado o entero) dentro del rango indicado. Las frases "que varia/varia entre" un primer nimero indicado y un
segundo numero indicado y "que varia/varia de" un primer numero indicado "a" un segundo numero indicado se
usan en la presente memoria indistintamente y se pretende que incluyan el primer y segundo numero indicado y
todos los numeros fraccionados y enteros entre ellos.

Como se emplea en la presente memoria, el término "método" se refiere a maneras, medios, técnicas y
procedimientos para llevar a cabo una tarea dada, incluidos, pero sin limitarse a, esas maneras, medios, técnicas y
procedimientos conocidos o desarrollados facilmente a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos
conocidos de los profesionales de las técnicas quimicas, farmacolégicas, bioldgicas, bioquimicas y médicas.

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencién, que se describen por claridad, en el contexto de realizaciones
separadas, también se pueden proporcionar combinadas en una Unica realizacion. A la inversa, varias
caracteristicas de la invencion, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica realizacion, también se
pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinacién adecuada o como sea adecuado en cualquier
otra realizacion descrita de la invencion. Ciertas caracteristicas descritas en el contexto de varias realizaciones no
deben considerarse caracteristicas esenciales de esas realizaciones, a menos que la realizacién sea inoperante sin
esos elementos.

Varias realizaciones y aspectos de la presente invencién, Como se ha descrito anteriormente en la presente
memoria y como se reivindica en la seccién de reivindicaciones a continuacién, encuentran soporte experimental en
los siguientes ejemplos.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos, que junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencion
de una manera no limitante.

En general, la nomenclatura utilizada en la presente memoria y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencion incluyen técnicas de ADN molecular, bioquimico, microbiolégico y recombinante. Tales técnicas
se explican a fondo en la bibliografia. Véanse, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual" Sambrook et
al., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volumenes I-lll Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel et al.,
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical
Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New York (1988); Watson et al., "Recombinant DNA", Scientific
American Books, New York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vol. 1-4, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York (1998); las metodologias mostradas en las Patentes de Estados Unidos Num.
4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 y 5.272.057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volimenes I-lI
Cellis, J. E., ed. (1994); "Current Protocols in Immunology" Volumenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (ed),
"Basic and Clinical Immunology" (8th Edition), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell and Shiigi (ed),
"Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman and Co., New York (1980); los inmunoensayos
disponibles se describen exhaustivamente en las bibliografia relacionada con patentes y cientifica, véanse, por
ejemplo, las Patentes de Estados Unidos Num. 3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517;
3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 y 5.281.521;
"Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984); "Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds.
(1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., y Higgins S. J., Eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R.
I, ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal,
B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press; "PCR Protocols: A Guide To Methods And
Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and
Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996); todas las cuales se incorporan como referencia
como si se expusieran en su totalidad en la presente memoria. Otras referencias generales se proporcionan a lo
largo de la presente memoria. Se cree que sus procedimientos son bien conocidos en la técnica y se proporcionan
para la comodidad del lector. Toda la informacién contenida en las mismas se incorpora en la presente memoria
como referencia.

Ejemplo 1
Expresion diferencial de los miR en neuronas serotoninérgicas.
Materiales y procedimientos experimentales

Micromatriz de MicroARN de neuronas 5HT
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Las células del rombencéfalo del dia 12 embrionario de los ratones YFP ePET se cultivaron y clasificaron para
distinguir las neuronas 5HT de las neuronas circundantes que no son 5HT. El ARN total, incluida la poblacion de
miARN, se purificd, marcé e hibridd en el nimero de disefio 021828 de Agilent Mouse miARN Microarray (Agilent
Tech, Mississauga, ON, Canada) basado en la versién 12.0 de Sanger miRBase de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las micromatrices se exploraron y los datos se extrajeron y procesaron utilizando el soporte l6gico
Feature Extraction (Agilent Technologies). Después de la exploracion, se analizaron los datos de intensidad de
salida de los archivos GeneView.txt para cuantificar la expresion relativa diferencial de los micro-ARN utilizando el
Paquete Partek® Genomics (Partek Inc., St. Louis, MO). Los datos se transformaron en log2, el cuantil se normaliz
y se filtré de acuerdo con el indicador "glsGeneDetected" en el archivo GeneView. De 666 miR murinos, quedaron
198 para un analisis adicional en esta etapa de filtrado. Los miR expresados diferencialmente se identificaron
mediante el uso de un umbral de un cambio de 1,5 veces con significacion de acuerdo con ANOVA. Los contrastes
se calcularon dentro de la prueba ANOVA. La correccion de Benjamini y Hochberg se utilizd para la reduccion de
falsos positivos (correccion de prueba mudiltiple).

Clonacion de 3' UTR en plasmido de expresion de luciferasa Psicheck2

Las secuencias 3'UTR de Slc6a4, Htrla, MaoA y Tph2 se amplificaron por PCR a partir de ADN gendmico de ratén o
ADNC total de cerebro. Los fragmentos de PCR 3'UTR se ligaron en un vector pGEM-T Easy (Promega) de acuerdo
con las indicaciones del fabricante, y se subclonaron adicionalmente en una solo sitio Not/ en el extremo 3' de la
luciferasa en el plasmido informador Psicheck2 (Promega). Las secuencias 3' UTR mutadas, que carecen de
secuencias semilla de miR-135, se sintetizaron con cebadores que sobresalen a través de la secuencia de
emparejamiento de semilla. La orientacion de la clonacion se verific6 mediante cortes de diagndstico y
secuenciacion.

Transfecciones y ensayo de luciferasa

Se cultivaron células HEK293T en poli-L-lisina en formato de 48 pocillos hasta una confluencia de 70-85% y se
transfectaron empleando polietilenimina con los siguientes plasmidos: 5 ng de plasmido Psicheck2-3'UTR y 215 ng
de vector que se expresa de manera anormalmente alta para un miARN especifico, o plasmidos vacio-miR-vec que
se expresan de manera anormalmente alta. Veinticuatro horas después de la transfeccion, se lisaron las células y se
sometié a ensayo la actividad de los informadores de luciferasa como se ha descrito anteriormente [Chen A. et al.
Mol Endocrinol (2005) 19: 441-58]. Los valores de luciferasa de Renilla se normalizaron para controlar los niveles de
luciferasa de luciérnaga (transcritos a partir del mismo vector pero no afectados por las 3'UTR analizadas) y se
promediaron en seis repeticiones de pocillos por condicion.

Animales y alojamiento

Ratones machos adultos C57BL/6J, de 10 semanas de edad (Harlan, Jerusalén, Israel) se alojaron en una sala con
temperatura controlada (22 + 1°C) en un ciclo inverso de luz/oscuridad de 12 horas. La comida y el agua estaban
disponibles ad libitum. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado
y Uso de Animales del Instituto de Ciencia Weizmann.

Paradigmas del estrés por inmovilizaciéon aguda

Los ratones adultos se introdujeron en un tubo ventilado de 50 ml durante 30 minutos durante su ciclo de oscuridad.
Cronica derrota social

Los ratones fueron sometidos a un protocolo de derrota social como se ha descrito anteriormente [Krishnan V. et al.
Cell (2007) 131: 391-404]. Brevemente, los ratones se colocaron en una jaula de alojamiento de un raton ICR
agresivo e interactuaron fisicamente durante cinco minutos. Durante este tiempo, el ratén ICR atacé al ratén intruso
y el intruso mostré una postura subordinada. Después se colocaron unos divisores de plexiglas transparentes
perforados entre los animales y los ratones permanecieron en la misma jaula durante 24 horas para permitir el
contacto sensorial. Después se repitid el procedimiento con un ratén ICR desconocido durante cada uno de los
siguientes 10 dias.

Tratamiento antidepresivo

Los ratones recibieron i.p. inyeccion de tritriciclico-lmipramina, o SSRI-Fluoxetina, o NRI-Reboxetina (20 mg/kg en
solucion salina) o solucion salina. Las inyecciones cronicas se realizaron durante 18-21 dias consecutivos, y se
realizd una inyeccion aguda 24 horas antes de las microdisecciones cerebrales.

Microdiseccion del nucleo de rafe y recolecciones de plasma
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Las muestras de cerebro se tomaron de ratones en el nucleo de rafe (NR) después de extraer el cerebro y colocarlo
en una matriz acrilica para cerebro (Stoelting). Las secciones se tomaron utilizando cuchillas de afeitar normalizadas
(GEM) basandose en marcadores anatdmicos designados. Se utilizaron jeringas 14G romas para extraer la region
NR de cortes de 3 mm extraidos de la matriz. Ademas, la sangre del tronco se recogioé en tubos que contenian EDTA
para evitar la coagulacion. Después de la centrifugacion a 3.500 g durante 30 minutos a 4°C, el plasma se separo y
se mantuvo a -70°C hasta la purificacion del ARN.

Purificacion de microARN y andlisis de expresion de RT-PCR cuantitativa

Los ARNm, incluidos los microARN, se aislaron a partir de neuronas clasificadas, perforaciones cerebrales
congeladas y plasma empleando miRNeasy mini kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se
trataron con miARN de kit de transcripcion miScript Reverse para generar ADNc. Las muestras de ADNc se
analizaron después utilizando el kit de PCR SYBR®Green (Qiagen) de acuerdo con las indicaciones del fabricante
en el termociclador AB 7500 (Applied Biosystems). Se utilizaron cebadores especificos para cada miR junto con el
cebador universal comercial, mientras que se utilizd ARNip U6 como control interno.

Tabla 1B: secuencias de cebadores utilizadas para PCR en tiempo real

SEQID NO. Secuencia de cebador Gen
1 TATGGCTTTTTATTCCTATGTGA miR135a
2 TATGGCTTTTCATTCCTATGTGA miR135b
3 TTTGTTCGTTCGGCTCGCGTGA miR375
4 GATGACACGCAAATTCGTGAA ue
5 TAAGGCACGCGGTGAATGCC miR124

Tabla 1C: Secuencias de cebadores utilizadas para la clonacién molecular

Secuencia del cebador Orientacion Tamaiio del Gen
producto

AGTTCTGCCGCTGATGATG (SEQ ID NO: 6) | efectora 2600 "% 3'UTR de Htr1a 1
antisentido 3'UTR de Htr1a 2

GCACAAATGGAGAGTCTGATT

AAA (SEQ IDNO: 7)
TGCCTTTAATGCAAAACAGC (SEQ ID NO: efectora 2000%°"* 3' UTR de MaoA 3
8)

antisentido 3' UTR de MaoA 4

CCAAGTTTACAACCATCAAGC

A (SEQ IDNO: 9)

ATCCGCATGAATG?'(I)')GTGTA (SEQ ID NO: efectora 760 °°"° 3' UTR de Sic6a4 5
GTGGGTGGTGGAA%A)GACAC (SEQID NO: | antisentido 3' UTR de Sic6a4 6
CCTACACGCAGAG??)TTGAA (SEQ ID NO: efectora 870%"*® 3' UTR de Tph2 7
ACATCCCTGTGGG?;I’;I’TGAG (SEQ ID NO: | antisentido 3' UTR de Tph2 8

efectora 320%"° 3' UTR de Sic6a4 mutada | 9

TGTCTTGCTTATATTTTCTCAGT
AG (SEQ IDNO: 14)

antisentido 440 °°"° 3'UTR de Slc6a4 mutada |10
GAAAATATAAGCAAGACATCC
CTGTT (SEQ ID NO: 15)
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Secuencia del cebador Orientacion Tamaiio del Gen
producto

AAAGATCCCTTTCCCCAATG (SEQID NO: | efectora 1400°" ™ 3' UTR de Htr1a corta 11
16)

CAGTGCGTCTTCTCCACAGA (SEQ ID NO: | antisentido 3' UTR de Htr1a corta 12
17)

efectora 1300%°" ™ semilla 1 de 3' UTR de Htr1a [13

ATAAGCAAGGGCCCAAAAGGA mutada

AGA (SEQ ID NO: 18)

antisentido 120%™ semilla 1 de 3' UTR de Htr1a (14
TTTTGGGCCCTTGCTTATAAGT mutada 1
CC (SEQ IDNO: 19)
efectora 170 °°" ¢ semilla 2 de 3' UTR de Htr1a [15
CTGCCCTGCCACATGTGTTTTIT mutada
AT (SEQ ID NO: 20)
antisentido 1260°" " semilla 2 de 3' UTR de Htr1a (16
TAACAAATAAAAACACATGTG 3 mutada
GCA (SEQ ID NO: 21)
efectora 199°%n 18 Pre-mmu-miR135b 17
ACCGGTCATATGATTCCCCAGT
TTCCTGCTTT (SEQ ID NO: 22)
antisentido Pre-mmu-miR135b 18

ACCGGTCCTCTGTGGCTGGTCC
TTAG (SEQ ID NO: 23)

Clonacion de miR135b sobre el vector viral de expresion

Se amplificé mediante PCR pre-miR-135b a partir de ADN gendmico de ratén con cebadores que afiadieron sitios de
enzimas de restriccion Agel y después se introdujo Slc6a4 en el vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI).
Después de la secuenciacion mediante pGEM-T Easy y la digestion de pGEM-T Easy y del vector pEGFP (Clontech
laboratories Inc., Mountain View, CA) con Agel, la secuencia de miR-135b prematura se ligé al vector pEGFP para
construir el plasmido de expresién pEGFP-miR-135b. Después de eso, pamFP-miR-135b se corté con BamHI y
BsrGl en paralelo para cortar el plasmido pCSC-E/Syn-eGFP con las mismas enzimas, y la secuencia de miR-135b-
eGFP se ligo a pCSC-E/Syn para construir el plasmido pCSC-eSNY-pre-miR-135b-eGFP que se confirmé mediante
analisis de endonucleasa de restriccion y secuenciacion de ADN.

Produccion de vectores lentivirales.

Los lentivirus recombinantes se produjeron por transfeccion transitoria en células HEK293T, como se ha descrito
anteriormente [Naldini L et al., Proc Natl Acad Sci U S A (1996) 93:11382-8]. Brevemente, los lentivirus infecciosos
se recogieron a las 48 y 72 horas después de la transfeccion, se filtraron a través de filtros de acetato de celulosa de
poros de 0,45 uym y se concentraron mediante ultracentrifugacion.

Inyecciones intracerebrales de lentivirus.

Para proporcionar un control de precision sobre la cirugia estereotaxica y el lugar de administracion lentiviral, los
autores de la presente invencion inventores utilizaron un aparato estereotaxico guiado por ordenador y un
nanoinyector motorizado (Angle Two™ Stereotaxic Instrument, myNeurolab). Como se describié previamente [Singer
O. et al. Nat Neurosci (2005).8, 1343-9] los ratones se colocaron en un aparato estereotaxico bajo anestesia general,
y las coordenadas se determinaron de acuerdo con lo definido por el atlas de Franklin y Paxinos. La preparacion
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lentiviral se administro utilizando una jeringa Hamilton conectada al sistema nanoinyector motorizado y la solucion se
inyect6 a una velocidad de 0,2 yl cada minuto. Después de un periodo de recuperacion de dos semanas, los ratones
se sometieron a estudios fisioldgicos y de comportamiento, y a continuacion fueron anestesiaron y perfundidos con
paraformaldehido tamponado con fosfato al 4%. Los cerebros fijados se seccionaron en serie en laminas de 30 y
para confirmar la precision del lugar de la inyeccion, utilizando inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica

El procedimiento utilizado para la inmunohistoquimica se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente [Chen A et
al. J Neurosci (2006) 26: 5500-10]. Para la inmunotincién con GFP, los autores de la presente invencion utilizaron
anticuerpos anti GFP biotinilados producidos en conejo como anticuerpo primario (Abcam, Cambridge, Reino Unido),
y Cy2 conjugado con estreptavidina como anticuerpo secundario (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc, West
Grove, PA, EE. UU.).

Evaluaciones de comportamiento

Todas las evaluaciones de comportamiento se realizaron durante la fase oscura después de la habituacién a la sala
de pruebas durante 2 horas antes de cada prueba.

Prueba de suspension de cola

La prueba de suspension de cola se realizé en el TSE Tail Suspension Monitor (TSE Systems, Bad Homburg,
Alemania). Cada ratén fue encintado por la punta de su cola y suspendido del sensor de fuerza durante 10 minutos.
El tiempo consumido durante la inmovilidad y el tiempo consumido durante la lucha se calcularon y registraron
mediante el soporte Idgico basandose en umbrales preestablecidos.

Prueba de natacién forzada modificada

La prueba de suspension de la cola se realizd6 como se ha descrito anteriormente [Krishnan V y Nestler EJ, Nature
(2008) 455: 894-902]. En resumen, el aparato utilizado fue un cubo de plastico, de 18 cm de diametro, lleno de agua
a 25°C hasta una profundidad de 15 cm. Cada ratén se colocé en el centro del cubo para iniciar una sesiéon de
prueba grabada en video de 6 minutos. La duracion del tiempo que permanecio inmovil durante los 2 a 6 minutos de
prueba se anoté automaticamente empleando EtoVision XT (Noldus, Wageningen, Paises Bajos).

Actividad locomotora

Para controlar la posibilidad de efectos de comportamiento originados por las diferencias en el movimiento
ambulatorio, se examiné la actividad locomotora de los ratones durante un periodo de 48 horas, que estuvo
precedido de unos pocos dias de habituacion. Los ratones se alojaron solos en jaulas domésticas especializadas y
la locomocién se midioé utilizando el sistema InfraMot (TSE Systems, Bad Hamburg, Alemania).

Anadlisis estadistico

Los datos se expresaron como medias +/- ETM. Para probar la significacion estadistica, se utilizé la prueba t de
Student en los casos en que solo se compararon dos grupos, tal como por ejemplo entre la gPCR de validacion de
micromatrices. Se utilizé ANOVA de una via para comparar entre multiples grupos, tal como entre los diferentes
tratamientos en el ensayo con luciferasa. Se utilizaron ANOVA de dos vias en los casos de 2 variables
independientes, tales como la inyeccion NRI de SSRI, tanto en duracion aguda como crénica. Se utilizaron pruebas t
post hoc cuando fue necesario para revelar significacion estadistica. Las diferencias entre los grupos se
consideraron significativas cuando P <0,05.

Resultados

Las neuronas 5HT se aislaron del NR de los embriones YFP ePET, y su perfil de expresion de miR se comparo con
las neuronas que no eran 5HT, obtenidas a partir del mismo nucleo, utilizando la micromatriz miR (Figura 1A). Se
encontré que catorce miR estaban regulados por incremento y veintisiete regulados por disminucion mas de 2 veces
en las neuronas 5HT en comparacién con las neuronas que no eran 5HT (véanse las Tablas 2A-B, a continuacion).
La validacion representativa de los resultados de la matriz se realizd mediante PCR en tiempo real para los miR
regulados por incremento en las neuronas 5HT tales como miR-375 (P = 0,0071; Figura 1B) y regulados por
disminucion, tales como miR-135a (P = 0,0075; Figura 1C). Con el fin de estudiar mas a fondo el papel de los miR
como moduladores de las neuronas 5HT, se realizd un extenso analisis bioinformatico de manera hipotética. La
prediccion de la eleccion como diana de los genes conocidos relacionados con la serotonina que se ha demostrado
previamente que estan asociados con psicopatologias se cruzoé con los resultados de la micromatriz. Los siguientes
cuatro genes codificantes de proteinas expresados en neuronas 5HT en el NR se seleccionaron para la prueba:
transportador de serotonina, responsable de la recaptacion de 5HT (también conocido como SERT o Sic6a4);
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receptor 1a inhibidor de serotonina (también conocido como Htrla); triptéfano hidroxilasa 2 (Tph2), la enzima
limitante de la velocidad de la sintesis de 5HT en el cerebro; y monoaminohidroxilasa (MaoA), que desactiva 5HT.
Las predicciones de la eleccién como diana por el microARN de estos genes se realizaron utilizando dos algoritmos
diferentes basados en la web: Target Scan [www(dot)targetscan(dot)org] y Miranda [www(dot)microrna(dot)org] y se
cruzaron con la lista de los 91 miR alterados en al menos + 1,5 en la matriz de miR de las neuronas 5HT, en
comparacion con las células que no son 5RH. Sobre la base de los datos de la matriz de miR y el analisis
bioinformatico, se seleccionaron ocho miR para mas estudios in vitro (Figura 1D-G).

Tabla 2A: Lista de los miR regulados por incremento en las neuronas 5HT en comparacion con las no
serotoninérgicas (mas de 2 veces).

Multiplicidad de cambio Nombre del micro-ARN
20,72 mmu-miR-375
11,73 mmu-miR-376¢
4,44 mmu-miR-7a
2,87 mmu-miR-137
2,79 mghv-miR-M1-2
2,61 mmu-miR-709
2,51 mmu-miR-291b-5p
2,40 mmu-miR-1224
2,37 mmu-miR-1892
2,31 mmu-miR-702
2,25 mmu-miR-139-3p
2,24 mmu-miR-762
2,10 mmu-miR-671-5p
2,04 mmu-miR-483 *

Tabla 2B: Lista de los miR regulados por disminucion en las neuronas 5HT en comparacion con las no
serotoninérgicas (mas de 2 veces).

Multiplicidad de cambio Nombre del micro-ARN
-5,10 mmu-miR-691
-4.11 mmu-miR-4661
-3,95 mmu-miR-17
-3,18 mmu-miR-376b
-3,13 mmu-miR-124
-3,08 mmu-miR-218
-2,99 mmu-miR-128
-2,92 mmu-miR-140 *
-2,86 mmu-miR-148a
-2,86 mmu-miR-340-5p
-2,82 mmu-miR-181c
-2,72 mmu-miR-210
-2,69 mmu-miR-135a
-2,66 mmu-miR-27a
-2,45 mmu-miR-452
-2,20 mmu-miR-370
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Multiplicidad de cambio Nombre del micro-ARN
-2,19 mmu-miR-300
-2,17 mmu-miR-376a
-2,13 mmu-miR-127
-2,12 mmu-miR-15b
-2,07 mmu-miR-101a
-2,06 mmu-miR-16
-2,05 mmu-miR-324-5p
-2,05 mmu-miR-434-5p
-2,03 mmu-miR-92a
-2,00 mmu-miR-669i

Se realizaron ensayos de luciferasa In vitro para probar las interacciones miR-diana entre la 3'UTR del gen
relacionado con 5HT analizado y los miR que se pronostico que se dirigirian supuestamente al mismo. Los autores
de la presente invencién encontraron que lag 3'UTR de Tph2 era reprimido levemente (en aproximadamente 20%)
por miR-27b (P = 0,0051) y miR-181C (P = 0,0305, Figura 1H) y la 3'UTR de MaoA también fue reprimida por miR-
27b ( P =0,0008, Figura 1l). La eleccién como diana de la 3'UTR de Slc6a4 por miR-135 (Figura 2A y 2C) y la 3UTR
de Htrla (Figura 2B y 2D) dio como resultado una fuerte represion de la traduccién de estos transcritos. Mientras que
miR-135a condujo a aproximadamente 30% de represion de Slc6a4 (P = 0,014) y Htrla (P <0,0001), miR-135b causé
aproximadamente 50% de represion de Sic6a4 (P = 0,0002) y Htrla (P <0,0001). Ademas, se gener6 una represion
significativa de 3'UTR de Htrla por miR-335 (P <0,0001), miR-181c (P = 0,0029) y miR-26a (P <0,0001, Figura 2D).
El analisis bioinformatico del enfoque gendmico adicional revel6 una fuerte conservacion de los emparejamientos de
semillas de miR-135 en la 3'UTR de slc6a4 (Figura 2E) y en una de los dos emparejamientos de semillas
identificados en la 3'UTR de Htrla (Figura 2F). Los estudios de mutacion en la 3'UTR del transcrito de Slc6a4, que
eliminé el emparejamiento de semilla de miR de miR-135, revelaron que la eleccién como diana de Slc6a4 por miR-
135a y miR-135b estaba mediada a través de su secuencia de emparejamiento de semilla. La represion inducida por
el miR-135 fue completamente bloqueada por la mutacién en 3'UTR de Slc6a4 (Figura 2G). La mutacion de los
emparejamientos de semilla de miR-135 de Htrla individualmente o a la vez revelé que miR-135a estaba reprimiendo
la 3'UTR de Htrla a través del emparejamiento de semilla distal y no proximal, mientras que miR-135b actia a través
de ambos sitios pronosticados (Figura 2H).

Los autores de la presente invencion evaluaron ademas la regulacion de la expresion de RN-miR-135 in vivo
siguiendo diferentes retos ambientales o tratamientos farmacoldgicos. Después de la manipulacion de los ratones
(es decir, estrés de inmovilizacién agudo), se elimind el NR, se extrajo el ARN y se analizaron los niveles de miR-135
utilizando PCR en tiempo real. Dado que se sabe que los niveles de 5HT son alterados por el estrés agudo, los
autores de la presente invenciéon evaluaron los niveles de miR-135 en diferentes puntos de tiempo después del
estrés de restriccion agudo, y encontraron que tanto miR-135a como miR-135b estaban regulados por disminucion
90 minutos después del estrés agudo (P <0,0001). Los niveles reducidos de estos miR aun permanecieron 24 horas
después del estrés, en comparacion con los ratones de control (P = 0,0357 para miR-135a, Figura 3A; P = 0,0055
para miR-135b, Figura 3B). Ademas, dado que se sabe que las funciones neuronales 5HT y los niveles de expresion
de SlIc6a4 y Htrla se ven fuertemente afectados en pacientes deprimidos y después de tomar medicamentos
antidepresivos, los autores de la presente invencion evaluaron los niveles de las dos variantes de miR en ratones
expuestos a un modelo ambiental para la induccién de comportamientos similares a la depresion (modelo de derrota
social crénica) y al antidepresivo triciclico, imipramina. Curiosamente, el estrés por derrota social cronica no alteré
los niveles de miR-135 en el nucleo del rafe, sin embargo, la imipramina administrada de forma aguda o croénica,
tanto en ratones estresados como no estresados, aumentd los niveles de expresion miR-135a (P = 0,003; Figura 3C)
y miR-135b (P = 0,0093; Figura 3D) en el RN. Dado que la imipramina no es un inhibidor especifico de la
recaptacion de 5HT, los autores de la presente invencién evaluaron adicionalmente el efecto de los inhibidores
selectivos agudos y crénicos de la recaptacion de serotonina (SSRI), Fluoxetina y los inhibidores de la recaptacion
de noradrenalina (NRI), Reboxetina y encontraron un aumento robusto en los niveles de miR-135a después del
tratamiento con SSRI tanto agudo como crénico (P <0,0001, Figura 3E), y no en los niveles de miR-135b en el NR
(Figura 3F). Intrigados por el cambio en los niveles de miR-135 en el NR después del tratamiento con SSRI, los
autores de la presente invencion evaluaron los niveles de miR-135 circulante en el plasma de ratones y encontraron
una disminucién robusta en los niveles de miR-135a después de la administracion de SSRI aguda y crénica (efecto
principal para medicamento P <0,0001, Figura 3G) y ningun efecto en los niveles circulantes de miR-135b (Figura
3H), lo que sugiere una fuerte correlacion inversa entre los niveles de miR-135a en el NR y el plasma después de la
administracion de SSRI (Figura 31 y 3J).
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Para explorar adicionalmente la importancia de los niveles de miR-135 en todo el contexto animal, los autores de la
presente invencion manipularon los niveles de miR-135 in vivo especificamente en el NR de ratones adultos y probd
sus efectos en los comportamientos parecidos a la depresion de los ratones. Con este fin, los autores de la presente
invencion construyeron lentivirus recombinantes que expresan de manera anormalmente alta miR-135b
especificamente en neuronas utilizando el promotor de sinapsina mejorado, que también co-expresé el informador
de GFP (véase la seccidon de materiales y procedimientos experimentales mas arriba y la Figura 4A). Los autores de
la presente invencion evaluaron los lentivirus in vivo inyectandolos en el NR de ratones adultos y comparando los
niveles de miR-135b en el NR para controlar los ratones a los que se habian inyectado los lentivirus. El analisis de
PCR en tiempo real de los niveles de miR-135b revel6 una induccién de 10 veces en comparacion con los ratones a
los que se habia inyectado el lentivirus control (P = 0,0032, Figura 4B). Los ratones adultos inyectados que tenian
una expresion anormalmente alta de miR-135b se expusieron a derrota social crénica, para iniciar comportamientos
similares a la depresion, y posteriormente se evaluaron conductualmente. Después de las pruebas de
comportamiento, los ratones se perfundieron y los cerebros se analizaron para determinar la ubicacion del sitio de
inyeccion (Figuras 4C-D). Los ratones con expresion anormalmente alta de miR-135 en NR demostraron un tiempo
de inmovilidad reducido en la natacion forzada (P = 0,0088 en el minuto 3 y P = 0,00330 en el minuto 4; Figura 4E) y
en las pruebas de suspension de la cola (P = 0,07356 en los ultimos 5 minutos de la prueba, Figura 4F) sin ningun
cambio observado de locomociéon en su jaula (Figuras 4G-H), lo que sugiere un efecto antidepresivo para la
expresion anormalmente alta de miR-135.

Tomados en conjunto, los autores de la presente invencion determinaron la huella dactilar de expresion especifica
de miR de las neuronas serotonérgicas y no serotonérgicas del RN. Los autores de la presente invencién cruzaron
este conjunto de datos Unico con la prediccion bioinformatica para los miR dirigidos a los genes relacionados con
5HT. Los autores de la presente invencion evaluaron la prediccién de la eleccion como diana in vitro para Tph2,
MaoA, Sic6a4 y Htr1a utilizando los ensayos de luciferasa de 3'UTR y en estudios de mutacion y revelaron, entre
otras interacciones miR-diana, un fuerte efecto inhibidor para miR-135, en la 3'UTR tanto de S16a4 como de Hitrla.
Ademas, los autores de la presente invencion demostraron que miR-135 en el NR esta regulado por el estrés agudo
y por la administracion de antidepresivos, especificamente por los farmacos SSRI. Ademas, los autores de la
presente invencion identificaron una correlacion inversa entre los niveles de miR-135a en el NR y sus niveles en
plasma después de la administracion de SSRI. Finalmente, los autores de la presente invencién demostraron que la
expresion anormalmente alta especifica de sitio de miR-135 en el NR de ratones adultos conduce a una disminucién
de las comportamientos similares a la depresion después de la derrota social.

Ejemplo 2

miR-19 se dirige especificamente al receptor adrenérgico beta de tipo uno (Adrbl)
Materiales y procedimientos experimentales

Clonacion de 3 'UTRs en plasmido de expresion de luciferasa Psicheck2

La secuencia 3'UTR de ADRb1 se amplificé por PCR a partir de ADN genomico de ratén. Las secuencias 3'UTR
mutadas, que carecen de los cuatro emparejamientos de semilla de miR-19, fueron sintetizadas por Epoch Biolabs,
Inc. (TX, EE. UU.). Los fragmentos de PCR de las 3'UTR se ligaron en un vector pGEM-T Easy (Promega) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante, y se subclonaron adicionalmente en un solo sitio Not/ en el extremo 3'
de la luciferasa en el plasmido informador Psicheck2 (Promega). La orientacion de la clonacién se verificd mediante
cortes de diagndstico y secuenciacion.

Transfecciones y ensayo de luciferasa.

Se cultivaron células HEK293T o células neuronales HT22 en poli-L-lisina en formato de 48 pocillos hasta una
confluencia de 70-85% y se transfectaron empleando polietilenimina con los siguientes plasmidos: plasmido
Psicheck2-3'UTR, expresion anormalmente alta de pre-mmu-miR-19b en plasmido pEGFP o plasmido pEGFP solo
(clontech), plasmido modificado para reducir la expresion (KD) de miR-19b (Genecopoeia) o plasmido KD de control
(Genecopoeia). Veinticuatro horas después de la transfeccion, se lisaron las células y se sometid ensayo la
actividad de los informadores de luciferasa como se ha descrito anteriormente [Chen A. et al. Mol Endocrinol (2005)
19: 441-58]. Los valores de luciferasa de Renilla se normalizaron para controlar los niveles de luciferasa de
luciérnaga (transcritos a partir del mismo vector pero no afectados por las 3'UTR evaluadas) y se promediaron en
seis repeticiones de pocillos por condicién.

Resultados

El analisis bioinformatico para los genes relacionados con el estrés con secuencias diana distintas de miARN
conservadas evolutivamente que contienen varias repeticiones en su 3'UTR revel6 que miR-19 es un fuerte
candidato para la seleccion del receptor adrenérgico beta tipo uno (Adrbl), con tres muy conservadas y un
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emparejamiento de semilla de miR-19 menos conservado en Adrb1 3'UTR. Adrb1 es un receptor adrenérgico que se
expresa en varias regiones del cerebro, incluyendo la amigdala, el hipocampo y el nucleo paraventricular (PVN). Se
describio previamente que Adrbl de amigdala afectaba el comportamiento similar a la ansiedad [Fu A et al., Brain
Res (2008) 1211: 85-92; Rudoy CA y Van Bockstaele EJ, Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry (2007) 31:
1119-29] y la memoria del miedo [Roozendaal B et al., J Neurosci (2004) 24: 8161-9; Roozendaal B et al.,
Neuroscience (2006) 138: 901-10]. Curiosamente, se encontré Adrbl en células positivas para CRF de la amigdala y
es un receptor acoplado a proteina G (GPCR) que ejerce su efecto a través de G activando adicionalmente la
adenilato ciclasa (AC). Existen 10 genes conocidos que codifican AC, a saber, ADCY1-10. Se pronostico
bioinformaticamente que tres de estos (ADCY1, ADCY7 y ADCY9) eran elegidos como diana para miR-19. ADCY1
tiene una expresion especifica de cerebro y se demostré anteriormente que la expresion anormalmente alta del
mismo en el prosencéfalo del mouse mejora la memoria de reconocimiento y la LTP [Wang H et al., Nat Neurosci
(2004) 7:635-42].

Para investigar si miR-19 en realidad regula la expresion de Adrbl o ADCY1 a través de sus presuntas secuencias
diana en la 3'UTR de Adrb1 o la 3'UTR de ADCY1, se clonaron una forma intacta o mutada de la 3'UTR de Adrb1
(Figura 5) o la 3'UTR de ADCY1 aguas abajo del gen de la luciferasa en el plasmido de expresion Psicheck2. En la
forma mutada de la 3'UTR de ADRDb1, los 4 emparejamientos de semilla para miR-19b estaban ausentes (Figura 5).
En la forma mutada de la 3'UTR de ADCY1 parcial, solo estuvo ausente el emparejamiento de semilla conservado
(de 3).

Se utilizé el ensayo de luciferasa para determinar la naturaleza de la interaccion entre miR-19 y la 3'UTR de Adrb1 y
también entre miR-19 y la 3'UTR de ADCY1. En las células HT22, que expresan endégenamente niveles bajos de
miR-19, no se encontraron diferencias entre los niveles de luciferasa controlados por la forma intacta o mutada de la
3'UTR de Adrb1 (Figura 6A). Sin embargo, cuando miR-19b se expresé de manera anormalmente alta en células
HT22, los niveles de luciferasa fueron significativamente mas bajos (aproximadamente 2 veces) cuando fueron
impulsados por la forma intacta en relacion con la forma mutada de la 3'UTR de Adrb1 (ademas de una reduccion
general, aparentemente no especifica de la expresiéon de luciferasa normalizada (Figura 6B). En las células
HEK293T que expresan de manera enddgena altos niveles de miR-19b, los niveles de expresion de luciferasa
regulados por la 3'UTR de Adrb1 fueron 2-4 veces mas bajos que los expresados cuando se regulan por la forma
mutada de la 3'UTR de Adrb1 (Figuras 6C).

Se utilizé el sistema de reduccion de la expresion (KD) de MiR para manipular los niveles de miR-19 en las células
HEK293T. A saber, (1) sondas miRCURY LNA KD (Exigon, MA, EE. UU. Figura 6D) y (2) secuencia de reduccion de
la expresion basada en plasmidos miArrest (Genecopoeia, Rockville, MD, EE. UU., Figura 6E). LNA-Anti-miR-19
potencid los niveles de luciferasa expresados cuando se regulaba bajo la 3'UTR de Adrb1 en aproximadamente 20%
con respecto a la sonda KD con nucleétidos desorganizados de control y no tuvo efecto en la forma mutada de la
3'UTR de Adrb1 (Figura 6D). Mientras, miR-19b KD basado en plasmido, causé un aumento de hasta 2 veces en la
expresion de luciferasa regulada por la forma intacta de la 3'UTR de Adrb1 con respecto a la secuencia KD de
Control (Figura 6E). No se logré un rescate completo de los niveles de luciferasa con respecto a los impulsados por
la forma mutante de la 3'UTR de Adrb1. Esto se puede explicar ya sea por la especificidad de miR-19b de la
sonda/secuencia genomica (regulacion de miR-19a), los altos niveles de miR-19 en las células HEK293T que
pueden ser dificiles de regular por disminucion, o el efecto de otros posibles miARN expresados en células HEK293T
que pueden unirse a las mismas secuencias de emparejamiento de semilla en la 3'UTR de Adrb1.

Ejemplo 3A

MiR-19a y MiR-19b estan regulados por incremento en PFC y la amigdala después de estrés cronico
Materiales y procedimientos experimentales

Animales y alojamiento

Se cruzan ratones miR 17-~92 fix/fix [Ventura A et al., Cell (2008) 875-86:(5)132;7], con ratones CamKlla-Cre
[Dragatsis | et al Genesis. (2000) 26(2):133-5]. Los ratones transgénicos o ratones machos adultos C57BL/6J se
alojan en una sala con temperatura controlada (22 + 1°C) en un ciclo inverso de luz/oscuridad de 12 horas. El
alimento y el agua estaban disponibles ad libitum. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Instituto de Ciencia Weizmann.

Generacion de lentivirus para la manipulacion de miR-19b en cerebro adulto

La secuencia KD de MiR-19b se clond en un plasmido lentiviral después del promotor de la ARN polimerasa llI-HI.
Ademas, la secuencia de Pre-miR-19b se clond después de un promotor especifico neuronal (Sinapsina potenciada,
ESyn) en un plasmido lentiviral. Los lentivirus se generan para ambos experimentos de expresion anormalmente alta
(OE) de miR-19b-KD y Pre-miR-19b in vivo. Estos lentivirus se utilizan para manipular los niveles de miR-19b en las
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regiones diana donde se encuentran alterados los niveles de miR-19 después de un reto conductual/farmacolégico.
Ratones generadores que carecen de miR-19 en el prosencéfalo.

Para generar ratones que carecen de miR-19 en el prosencéfalo, los autores de la presente invencién cruzan
ratones que portan el gen que codifica la recombinasa Cre bajo el promotor CamKlla, con ratones que portan una
forma condicional del grupo miR miR17~92. La familia MiR-19 incluye miR-19a y miR-19b. En el genoma del raton,
miR-19b tiene dos copias idénticas, miR-19b-1 y miR-19b-2. MiR19a y miR-19b-1 estan ubicados en el mismo grupo
de miARN, es decir, miR17~92, mientras que miR-19b-2 esta ubicado en un locus gendémico diferente,
miR106a~363. Este ultimo parece tener poca o ninguna expresion en tejidos del ratdn y, por lo tanto, se espera que
la eliminacion del cimulo miR17~92 sea suficiente para permitir un efecto profundo en los niveles de expresion de
miR-19a y miR-19b en el prosencéfalo.

Retos conductualesl/farmacolégicos

Los ratones que carecen del cimulo miR-17~92 en el prosencéfalo, o los ratones en los que miR-19 fue manipulado
especificamente (expresado de manera anormalmente alta o regulado por disminucién (KD) en regiones especificas
del cerebro) se examinaran para determinar los niveles de expresion de ADRb1, ADCY1 y otros transcritos y
productos génicos. Estos animales también seran evaluados para detectar el comportamiento similar a la ansiedad,
actividad locomotora y rendimiento de la memoria. Ademas, los niveles de expresion de miR-19a y miR-19b se
examinan en diferentes regiones de interés (p. €j., el hipocampo, la amigdala y el prosencéfalo) después de un
tratamiento sistémico agudo y crénico con el inhibidor de la recaptacion de noradrenalina Reboxetina en ratones WT.

Resultados

El vinculo fisioldgico entre miARN-19 y Adrbl se estudié mediante la evaluacion del nivel de miR-19a/b en la corteza
prefrontal (PFC) de ratones a los que se inyectd Reboxetina, un inhibidor de la recaptacion de noradrenalina (NRI),
ya sea aguda o cronicamente (Figuras 12A-D). Como se muestra en las Figuras 12A-D, los niveles de miR-19 a/b se
regularon por disminucion después de la administracion aguda de Reboxetina (Figura 12A, B) y se regularon por
incremento después de la administracion crénica de Reboxetina (Figura 12C, D).

A continuacion, los niveles de miR-19 se evaluaron después del estrés midiendo los niveles de miR-19 ay b en el
PFC y la amigdala de ratones sometidos a un protocolo de derrota social (Figuras 13A-D). Como se muestra en las
Figuras 13A-D, los niveles de miR-19 a y b aumentaron tanto en el PFC como en la amigdala después del estrés
cronico. Estos resultados ilustran la participacion de miR-19 en la regulacion de la respuesta al estrés central.

Ejemplo 3B

MiRNA-19 y receptor cannabinoide 1 (CB1)

Materiales y procedimientos experimentales

Animales y alojamiento

Como se ha descrito en el Ejemplo 3A, anterior.

Generacion de lentivirus para la manipulacion de miARN-19b en cerebro adulto

Como se ha descrito en el Ejemplo 3A, anterior.

Resultados

CB1 es uno de los GPCR expresados mas abundantemente en el cerebro y se encuentra enriqueciendo
particularmente la corteza, la amigdala, el hipocampo, los ganglios basales y el cerebelo (Figuras 15A-B)
[Herkenham M. et al., The Journal of neurocience: the official journal of the Society for Neuroscience (1991) 11:563-
583; Mackie, K. Handbook of experimental pharmacology (2005) 299-325]. Los receptores CB1 son altamente
expresados en axones y terminales de axones, donde estan bien situados para modular la neurotransmision. Los
autores de la presente invencion encontraron que CB1 contiene 2 sitios de semilla que son compatibles con miARN-
19.

Se utilizé un ensayo de luciferasa para determinar la naturaleza de la interaccion entre miARN-19 y la 3'UTR de

CB1. Cuando miARN-19b se expres6 de manera anormalmente alta en células HT22 junto con la 3'UTR de CB1, los
niveles de luciferasa fueron significativamente (50%) mas bajos en comparacion con GFP expresada de manera
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anormalmente alta con la misma 3'UTR (Figura 14), lo que respalda un posible papel para miR-19 en la regulacion
de los niveles de CB1. Se llevan a cabo experimentos de mutacién adicionales para verificar el papel de la
secuencia semilla de miR-19 pronosticada para la regulacion observada (como se ha descrito para Adrbl
anteriormente).

Curiosamente, estudios anteriores han demostrado de manera convincente que la consolidacién de los recuerdos
aversivos se ve facilitada por la comunicacidon cruzada entre glucocorticoides, noradrenérgicos y la sefializacion
cannabinoides en el nucleo basolateral de la amigdala (BLA) [Roozendaal, B. et al. Neurobiology of learning and
memory (2006) 86:249-255]. Un modelo propuesto por Hill y McEwen [Hill M.N. y McEwen B.S. Proc of the Nat Acad
of Sci of the USA (2009) 106:4579-4580] muestra un posible mecanismo de accioén en el BLA para la consolidacion
de la memoria (Figura 16).

Como se muestra en los presentes resultados, el MiRNA-19 parece regular tanto Adrbl como CB1 in vitro. Se llevan
a cabo la expresion anormalmente alta y regulacion para reducir la expresion de miR-19 empleando, por ejemplo, los
lentivirus suministrados especificamente al BLA, donde pueden alterar los niveles de Adrbl y CB1, asi como pruebas
que examinan el desempefio de los ratones en paradigmas de aprendizaje y memoria como el condicionamiento del
miedo con y sin exposicion a desafios estresantes.

Ejemplo 3C

Identificacion de miARN expresados diferencialmente en ratones sometidos a estrés crénico
Materiales y procedimientos experimentales

Inmunoprecipitacion de la proteina Ago2.

Se homogeneizaron conjuntaos de 3 amigdala de 3 animales que forman parte del mismo grupo ("Susceptible”,
"Resiliente" o de Control) en un tampén NP40 que se complementd con un inhibidor de ARNasa, un inhibidor de
proteasa y un inhibidor de fosfatos. Las muestras se mantuvieron en agitacion constante durante 2 horas a 4°C. Las
muestras se centrifugaron a continuacién durante 20 minutos a 12.000 rpm a 4°C en una microcentrifuga, el
sobrenadante se colocé en un tubo de nueva aportacion mantenido en hielo y se descart6 el sedimento. Las esferas
magnéticas de proteina G (Dynabeads, Invitrogen) se incubaron con el anticuerpo monoclonal Ago2 (WAKO) con
rotacion a temperatura ambiente durante 10 minutos. Después de varios lavados, las muestras se afiadieron a las
esferas de proteina G recubiertas con Ago2 y se incubaron durante la noche a 4°C bajo agitacion. Al dia siguiente,
las esferas se lavaron 3 veces con PBS. Para la purificacion de ARN, las esferas se homogeneizaron en tampon
RLT (kit RNeasy, protocolo complementario de miARN). Para el analisis de transferencia Western, las esferas se
hirvieron en tampoén de muestra para liberar la proteina de las esferas.

Purificacion de ARN y micromatriz

El ARN de las muestras de inmunoprecipitacion de Ago2 se aislé utilizando el kit RNeasy plus (Qiagen) siguiendo el
Protocolo 1 complementario de Qiagen: Purificacion del ARN total que contiene miARN. El ARN para todos los
demas propositos se aislo de los troqueles cerebrales congelados utilizando miRNeasy Mini Kit (Qiagen) de acuerdo
con la recomendacion del fabricante, y la integridad del ARN se evalu6 utilizando el bioanalizador Agilent 2100. El
ARN derivado de tejidos de ratones estresados después de la inmunoprecipitacion con Ago2 se analizé
adicionalmente en las matrices Affymetrix miRNA 2.0 (protocolo de ARN enriquecido) y la matriz Affymetrix Mouse
Gene 1.0 ST.

Resultados

Para identificar y estudiar los miARN expresados diferencialmente aislados de la amigdala de ratones sometidos a
paradigma de estrés cronico y/o asociados con fenotipo de comportamiento "Resiliente” o "Susceptible”, se utilizo el
protocolo de derrota social (véase la seccion de Métodos).

Con el fin de identificar una conexién genuina entre los miARN y las 3' UTR de sus genes diana siguiendo el
paradigma de derrota social, se realizé una inmunoprecipitacion (IP) del complejo Ago2 y se analizo la poblacion de
miARN y los ARNm co-precipitados. Cuando se formé un miARN maduro, se incorporé al complejo RISC. Mientras
esta en el complejo RISC, Ago2 facilita la interaccién entre un miARN especifico y su 3' UTR del ARNm diana
[Meister G. et al., Molecular cell (2004) 15:185-197] (Figura 17A).

Con el fin de verificar que el complejo Ago2 pueda precipitarse con su ARN unido, la IP se realiz6 en la amigdala de
ratones atimicos. La IP se realizé utilizando esferas magnéticas de proteina G que reaccionaron con el anticuerpo
monoclonal Ago2. Como se muestra en la Figura 17B, precipité una banda especifica de Ago2 de un extracto de
células NIH 3T3 (Figura 17B, calle 1) o de un extracto de tejido de amigdala (Figura 17B, calle 2).
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Para demostrar la especificidad de la IP, una muestra de cerebro total se dividié en dos, donde una se precipité con
anti-Ago2 y la otra con un anticuerpo no especifico IgG1 de control. Una banda especifica de Ago2 estaba presente
solo en el precipitado de Ago2 (Figura 17B, calles 3, 4).

Por lo tanto, al reducir el complejo Ago2 y analizar el miARN asi como las poblaciones de ARNm en el material
precipitado, hubo una mayor posibilidad de descubrir una conexion correcta entre un miARN dado y su 3' UTR de
ARNt elegida como diana en regiones especificas del cerebro.

Aislamiento de ARN asociado a Ago 2 de amigdala de ratones sometidos a paradigma de derrota social

A continuacién, basandose en los resultados especificos del experimento IP de Ago2, se implementd la misma
estrategia para revelar las posibles diferencias en miARN y sus ARNm diana en el cerebro de ratones que fueron
sometidos a un protocolo de derrota social.

Después de 10 dias del paradigma de la derrota social, los ratones se clasificaron en 3 grupos: Control,
"Susceptible" y "Resiliente". Un ratdn se caracterizd6 como "Susceptible” cuando mostré evitacion social cuando se
encontrd con un nuevo ratén de la misma cepa que lo atacé durante el paradigma de la derrota social. Un ratén se
caracterizd como "Resiliente" si no evita el nuevo ratéon agresivo e interactia con él. La mayoria de los ratones
sometidos a la derrota social suelen mostrar evitacion social y, por lo tanto, se clasificarian como "Susceptibles".
Aproximadamente solo se espera que 10-20% de los ratones en un experimento sean "Resilientes". A continuacion
se muestra un ejemplo de la prueba de evitacion social realizada.

Como se muestra en la Figura 18A, el ratdon se coloco solo en el laberinto social durante 3 minutos para su
habituacion. La camara siguio los movimientos del raton a lo largo del laberinto. En la Figura 18C, el mismo ratén fue
expuesto a un nuevo ratéon ICR que fue colocado mas alla de un divisor. La camara siguio al ratén en la esquina mas
alejada de la arena, lejos de la ubicacion del nuevo ratén. Esta respuesta se consideré como evitacion social y, por
lo tanto, este ratén se clasific6 como "Susceptible”. En contraste, en la Figura 18B y la Figura 18D, el ratén no
mostro evitacion social y, por lo tanto, se clasificé como "Resiliente".

Cuarenta ratones se sometieron al paradigma de la derrota social y cuarenta ratones sirvieron como control. Tras la
prueba de evitacion social, se seleccionaron 9 ratones "resilientes”, 9 ratones "susceptibles" y 12 ratones de control
para la microdiseccion cerebral. Las muestras de cerebro se tomaron 8 dias después de la prueba de evitacion
social de la amigdala, BNST, PFC, rafe dorsal e hipocampo junto con la sangre del tronco.

Se combinaron grupos de 3 troqueles de amigdala obtenidos de 3 ratones diferentes y se realizd la
inmunoprecepitacion con anti-Ago2. Después de la IP, el ARN se extrajo del material precipitado. Después de
extraer 3 amigdala de cada grupo, hubo 3 muestras de ARN de los ratones "Resilientes”, 3 muestras de ARN de los
ratones "Susceptibles" y 4 muestras de ARN de los ratones de control - un total de 10 muestras de ARN. Cada
muestra se analizé en una micromatriz de ST de ratén, asi como en una matriz de miARN (ambas Affymetrix). Se
examinaron los genes y los miARN que estaban regulados por incremento o por disminucién en cada uno de los 2
grupos: "Susceptible" o "Resiliente" con respecto al grupo de control. Si se produce una interaccion entre un
determinado miARN y un gen diana, los autores de la presente invencion esperan que haya una correlacion inversa
en sus niveles totales. Sin embargo, se esperaba que el ARNm presente en el complejo RISC (precipitado con el
anti-Ago2) estuviera a altos niveles debido a que aun no se habia fragmentado, por lo tanto, al observar los datos de
la matriz, los autores de la presente invencion examinaron los miARN vy las posibles dianas de ARNm que estaban
regulado por incremento o por disminucion con respecto a la muestra de control debido a que esto era una
indicacion de que interactuaron en el complejo RISC.

Resultados de las micromatrices

La Tabla 3, a continuacion, ilustra los resultados de la matriz preliminar analizados utilizando filtros convencionales.

Tablas 3A-B: Lista de los miARN de amigdala regulados por incremento (Tabla 3A) o regulados por
disminucién (Tabla 3B) después de IP con Ago2.

Tabla 3A
Regulado por incremento | Multiplicidad de camt()io de Su)sceptible Multiplicidad de cambio de Resiliente
mmu-miR-301a_st 1,96 2,11
mmu-miR-15a_st 1,66 1,87
mmu-miR-29a_st 1,42 1,82
mmu-miR-19b_st 1,97 2,34
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Regulado por incremento | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

mmu-miR-146b_st | 1,55 | 1,94

|

|

| mmumiR-181d_st | 1,54 | 1,64

| mmumiR-146a_st | 1,41 | 1,60

| mmu-miR-27b_st | 1,45 | 1,91

| mmu-miR-20a_st | 1,57 | 1,52

. mmu-miR-30a_st | 1,34 | 1,65

| mmu-miR-100_st | 1,41 | 1,55

| mmu-miR-153_st | 1,44 | 1,92

| mmu-miR-194_st | 1,57 | 1,78

| mmu-miR-30c_st | 1,40 | 1,66

| mmu-miR-23a_st | 1,51 | 1,70

| mmumiR-106a_st | 1,62 | 1,61

| mmu-miR-30b_st | 1,43 | 1,70

| mmu-miR-195_st | 1,59 | 1,98

| mmu-miR-30e_st | 1,36 | 1,56

| mmumiR-126-3p_st | 1,58 | 1,76

| mmu-let-7i_st | 1,49 | 1,57

| mmu-miR-434-5p_st | 1,30 | 1,55

| mmumiR-376b_st | 1,64 | 1,99

| mmu-miR-495_st | 1,45 | 1,82

| mmu-miR-369-5p_st | 1,60 | 1,77

| mmu-miR-421_st | 1,71 | 1,53

| mmu-miR-543_st | 1,52 | 1,69

| mmu-miR-410_st | 1,44 | 1,76

| mmu-miR-34b-5p_st | 2,18 | 1,53
(Tabla 3B)

| Regulado por disminucién | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

| mmu-miR-210_st | -1,59 | 2,13

| mmu-miR-298_st | 1,75 | -2,08

| mmu-miR-423-5p_st | -1,68 | 1,94

| mmu-miR-346_st | 1,74 | -1,96

| mmu-miR-139-3p_st | 1,71 | 2,13

| mmu-miR-320_st | 1,74 | -2,03

| mmu-miR-485_st | -1,53 | -1,88

| mmu-miR-491_st | -1,53 | -2,01

| mmu-miR-31_st | -1,30 | -1,53

| mmu-miR-92b_st | -1,20 | -1,53

| mmu-miR-93_st | -1,36 | -1,50

| mmumiR-125a-3p_st | 1,32 | -1,55
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Regulado por disminucion | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

mmu-miR-134_st -1,47 -1,63
mmu-miR-323-5p_st -1,43 -1,76
mmu-miR-345-5p st -1,30 -1,62

mmu-miR-341_st -1,36 -1,89

mmu-miR-370_st -1,33 -2,04

mmu-miR-433_st -1,49 -1,75

mmu-miR-455_st -1,40 -1,61

*Para ambas Tablas 3A-B, los datos se presentaron como multiplicidad de cambio para los ratones "Susceptibles" o
"Resilientes" en comparacion con el control. Los valores en negrita estan significativamente alterados.

Varios miARN, que se han regulado por incremento significativamente en los grupos de ratones "Susceptible" y
"Resiliente", se han seleccionado e ilustrado en un mapa de calor (véase las Figuras 19A-B).

Matriz de expresion génica (ARNm)

Tabla 4: Lista de los ARNm de amigdala regulados por incremento hasta después de IP con Ago2.
Regulado por incremento | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

Tnrc18 1,36 1,23
Ifi30 1,34 1,21
Adamts9 1,79 1,52
Fkbp5 1,35 1,26
Adh1 1,42 1,05
Pxdn 1,32 1,19
Impdh2 1,41 1,02
Pdzd2 1,31 1,31
Csmd3 1,33 1,44
Usf1 1,33 1,20
A2m 1,71 1,09
Ccnd3 1,34 1,10
Rrh 1,33 1,02
Wfikkn2 1,40 1,07
Fras1 1,48 1,34
Notch2 1,50 1,22
Fam38a 1,33 1,18
Histlh3f 1,31 1,19
Fam167a 1,31 1,05
Calm14 1,68 1,11
Tspan4 1,30 1,21
Dnahc6 1,38 1,07
Jag2 1,31 1,19
Shank2 1,60 1,42
Dock6 1,33 1,10
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Regulado por incremento | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

I Mamdc2 | 1,30 | 1,20
| Sgms2 | 1,39 | 1,13
| lqub | 1,51 | 1,11
| Ubxn11 | 1,36 | 1,06
| Wrdc2 | 1,53 | 1,11
| Spef2 | 1,33 | 1,16
| FGGY | 1,31 | 1,14
| Pcolce2 | 1,37 | 1,16
| Thbs1 | 1,32 | 1,13
| Dnahc7b | 1,40 | 1,13
| Nt5dc2 | 1,41 | 1,12
| Sic4a2 | 1,34 | 1,07
| Adamts 17 | 1,40 | 1,35
| Plscr2 | 1,34 | 1,21
| Clicé | 1,43 | 1,13
| Stégalnac2 | 1,38 | 1,08
| Amigo2 | 1,33 | 1,06
| Trio | 1,33 | 1,15
| Lamb1-1 | 1,35 | 1,20
| Sema3b | 1,40 | 1,01
| Fap | 1,39 | 1,10
| Frem1 | 1,51 | 1,20
| Pon1 | 1,34 | 1,03
| Plin4 | 1,43 | 1,24
| Steap1 | 1,36 | 1,10
| Rdh5 | 1,52 | 1,13
| Cldn2 | 1,56 | 1,11
| Frrs1 | 1,37 | 1,10
| Spef2 | 1,36 | 1,07
| Slco1a5 | 1,31 | 1,13
| Ltcds | 1,35 | 1,17
| Mfsd7c | 1,37 | 1,14
| Acss3 | 1,32 | 1,16
| Hif3 a | 1,36 | 1,17
| Serpinb8 | 1,40 | 1,18
| Pcolce | 1,36 | 1,16
| Dnmt3a | 1,20 | 1,19
| GILZ (Tsc22d3) | 1,19 | 1,15
| Sdk2 | 1,29 | 1,36
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Regulado por incremento | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

Prg4 1,16 1,72
Fbn1 1,24 1,10
Slitrk6 1,11 1,28
PiIxna1 1,30 1,16
Plxnb2 1,25 1,10
Sema4b 1,29 1,14

* Los datos se presentan como multiplicidad de cambio para ratones "Susceptibles" o "Resilientes" en comparacion
con el control. Los valores en negrita estan significativamente alterados.

Tabla 5: Lista de los ARNm de amigdala regulados por disminuciéon después de IP con Ago2.
Regulado por disminucion | Multiplicidad de cambio de Susceptible | Multiplicidad de cambio de Resiliente

Cyp2d10 -1,22 -1,34
Lonrf1 -1,32 -1,31
Btnl5 -1,64 -1,54
B2m -1,33 -1,20
Tekts -1,36 -1,10
Prp2 -1,51 -1,02

Krtap5-1 -1,34 -1,10

Krtap5-4 -1,33 -1,10
Kihi3 8 -1,38 -1,07

Lo -1,42 -1,03
Pcsk9 -1,33 -1,20

Dnahc3 -1,39 -1,22
Sgpp2 -1,37 -1,03

Opalina -1,49 -1,28

Se analizan varios miARN potenciales y sus supuestas dianas en el cerebro.
Ejemplo 4a

miR-15a y miR-15b como reguladores de la respuesta al estrés
Materiales y procedimientos experimentales

Extraccion de ARN total

El tejido de la amigdala se diseccioné 90 minutos después de un procedimiento de estrés agudo. EI ARN total se
aislé utilizando el kit miRNeasy (Qiagen) para preservar los miARN. Los troqueles cerebrales congelados se
transfirieron a un tampoén de lisis y se homogeneizaron inmediatamente. Los cultivos primarios neuronales o cultivos
de células N2a se lisaron en el pocillo, en hielo. El procesamiento adicional se realizd de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Los extractos de ARN se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Matriz de miARN

La expresion diferencial del miARN se analizd6 mediante micromatrices de miARN Agilent (Agilent, Santa Clara, CA,
EE. UU.) o Affymetrix (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para la
evaluacion de la expresion diferencial del miARN utilizando la matriz Agilent, se marcaron e hibridaron 100 ng de
ARN total por muestra (3 muestras de control y dos muestras de estrés agudo) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Las matrices se escanearon utilizando un escaner de micromatrices de Agilent. Los datos se extrajeron
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con el soporte l6gico Agilent Feature Extraction v9 y se analizaron con Partek® Genomics Suite (Partek Inc., St.
Louis, Missouri, EE. UU.). Los datos de los archivos GeneView.txt estaban sujetos a la transformacion log y la
normalizacion por cuantiles. Para la evaluacion de la expresion diferencial del miARN utilizando la matriz Affymetrix,
se marco e hibridé 1 ug de ARN total por muestra (dos muestras de control y dos muestras de estrés agudo) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las matrices se escanearon utilizando un escaner de micromatrices
Affymetrix. Los datos se extrajeron con el soporte légico de escaner Affymetrix y se normalizaron con los parametros
predeterminados del soporte logico Affymetrix miARNQCtool (ajuste de fondo, normalizacion por cuantiles,
transformacion log y determinacion de umbrales). Los datos normalizados de los cuatro archivos se importaron al
soporte logico Partek Genomics. Los genes no presentados en ninguna de las micromatrices se filtraron. Debido a la
diferencia en la distribucién de miARN, se eligieron diferentes limites de la razén log (correspondientes a
aproximadamente 1 error tipico para cada matriz) para cada matriz: 0,2 para Agilent y 0,4 para Affymetrix. Los
miARN con razones logaritmicas mayores que el limite se compararon entre las matrices y se informa sobre los
miARN comunes.

Clonacion de las 3' UTR en plasmido de expresion de luciferasa Psicheck2

La secuencia 3'UTR de CRFR1 se amplificé por PCR a partir de ADN gendmico de raton. Los fragmentos de PCR
de la 3'UTR se ligaron en un vector pGEM-T Easy (Promega) de acuerdo con las indicaciones del fabricante, y se
subclonaron adicionalmente en un sol sitio Notl en el extremo 3' de la luciferasa en el plasmido informador Psicheck2
(Promega). La orientacion de la clonacion se verificd mediante cortes de diagndstico y secuenciacion.

Transfecciones y ensayo de luciferasa.

Las células HEK293T se cultivaron en poli-L-lisina en formato de 48 pocillos hasta una confluencia de 70-85% y se
transfectaron utilizando polietilenimina con los siguientes plasmidos: plasmido Psicheck2-3'UTR, expresion
anormalmente alta de pre-mmu-miR-15 en plasmido pEGFP o plasmido pEGFP solo (Clontech). Veinticuatro horas
después de la transfeccion, las células se lisaron y la actividad de los informadores de luciferasa se sometié a
ensayo como se ha descrito previamente [Chen A. et al. Mol Endocrinol (2005) 19: 441-58]. Los valores de luciferasa
de renilla se normalizaron para controlar los niveles de luciferasa de luciérnaga (transcritos a partir del mismo vector
pero no afectados por la 3'UTR evaluada) y se promediaron en seis repeticiones de pocillos por condicion.

Resultados

miR-15a y miR-15b emergieron como regulados por incremento 90 minutos después del estrés agudo de restriccion
(Figura 7A-B). Se pronostico bioinformaticamente que tanto miR-15a como miR-15b elegian como diana la 3'UTR de
CRFR1 (Figura 7C). La expresion anormalmente alta in vitro de miR-15b en células HEK293T redujo
significativamente los niveles de expresion de luciferasa controlados por la 3'UTR de CRFR1 (Figura 7D).

Ejemplo 4B

Efecto de miR15 en FKBP5S

Materiales y procedimientos experimentales

Los ilustrados en el Ejemplo 4A, anteriormente en la presente memoria.
Resultados

De acuerdo con los resultados de la matriz, miR-15a y la proteina 5 de unién a FK506 (también conocida como
FKBP5) se regularon por incremento en los ratones "susceptibles" y "resilientes" con respecto al grupo de control
(Figuras 20A-B), lo que sugiere su regulacion por incremento en el complejo RISC como resultado del estrés cronico.

Los estudios genéticos han identificado un papel para FKBP5 en el trastorno de estrés postraumatico, la depresion y
la ansiedad. Por ejemplo, se ha encontrado que los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en FKBP5
interactian con el trauma infantil para pronosticar la gravedad del trastorno de estrés postraumatico en adultos
(PTSD) [Binder, E.B. et al., Nature genetics (2004) 36:1319-1325]. Estos hallazgos sugieren que las personas con
estos SNP que son victimas de abuso cuando son nifios son mas susceptibles al TEPT cuando son adultos.
También se ha encontrado que FKBP5 esta menos expresada en individuos con TEPT en curso [Yehuda, R. et al.,
Biological psychiatry (2009) 66:708-711]. Se ha encontrado que el gen FKBP5 tiene mdltiples sitios de
poliadenilacion y esta asociado estadisticamente con una mayor tasa de trastornos depresivos [Binder et al. mas
arribal.

Un analisis adicional de la 3 'UTR de FKBP5 revel6 que tiene una secuencia de emparejamiento de semilla
conservada a miR-15 (Figura 20C).
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Si efectivamente miR-15a regula el ARNm de FKBP5, se esperaba que si bien miR-15a y FKBP5 estarian regulados
por incremento en el precipitado de Ago-2 (como lo muestran los resultados de la micromatriz, Fig. 20B), los niveles
totales de cualquiera del ARNm o la proteina de FKBP5 en la muestra de amigdala disminuiria.

Para examinar si la interaccion entre miR-15a y FKBP5 tiene lugar en la amigdala, se realizd un analisis de PCR en
tiempo real en la muestra de ARN total obtenida de la amigdala de ratones "susceptibles" y de control. Como se
muestra en las Figuras 21A-B, los niveles de miR-15a aumentaron en el extracto de ARN total tomado de ratones
susceptibles, mientras que los niveles de FKBP5 se redujeron. Estos resultados indicaron que miR-15a reprime los
niveles de FKBP5 en la amigdala después de un estado de estrés cronico.

La clonacién de las formas 3' UTR intactas y mutadas de FKBP5 para el analisis del ensayo de luciferasa se realiza
para determinar si se produce una interaccion directa entre miR-15a y FKBP5 in vitro

Ademas de FKBP5, miR-15 puede potencialmente regular una cantidad de genes que estan involucrados en la
respuesta al estrés, incluidos Stxla (sintaxina 1a), Sgk1 (quinasa regulada por suero/glucocorticoide) y Adrb2 (Figura
22).

Ejemplo 4C

miR-181 regula los receptores de glutamato

Materiales y procedimientos experimentales

Clonacion de las 3' UTR en plasmido de expresion de luciferasa Psicheck2

Las secuencias 3'UTR de Grm1, Grik3, Grm5, Grik2 y Grm7 se amplificaron por PCR a partir de ADN gendmico de
raton. Los fragmentos de PCR de la 3'UTR se ligaron en el vector pGEM-T Easy (Promega) o en el vector pJET1.2
(Fermentas) de acuerdo con las pautas del fabricante, y se subclonaron adicionalmente en un solo sitio Not/ o Xhol
en el extremo 3' de la luciferasa en el plasmido informador Psicheck2 (Promega). La orientacién de la clonacién se
verificé mediante cortes de diagndstico y secuenciacion.

Derrota social crénica

Los ratones fueron sometidos a un protocolo de derrota social como se ha descrito anteriormente [Krishnan V. et al.
Cell (2007) 131: 391-404]. Brevemente, los ratones se colocaron en una jaula de alojamiento de un raton ICR
agresivo donde interactuaron fisicamente durante cinco minutos. Durante este tiempo, el ratén ICR atacé al raton
intruso y el intruso mostré una postura subordinada. Después se colocaron separadores de plexiglas transparentes
perforados entre los animales y los ratones permanecieron en la misma jaula durante 24 horas para permitir el
contacto sensorial. Después se repitié el procedimiento con un ratéon ICR desconocido para cada uno de los
siguientes 10 dias.

Resultados

Los niveles de miR-181d aumentaron significativamente en ratones que sufrian estrés crénico (Figura 23). En un
intento por encontrar interacciones entre miR-181 y las posibles diana de ARNm, los autores de la presente
invencion descubrieron que miR-181 puede regular potencialmente muchos tipos de receptores de glutamato. En
general, los receptores de glutamato se pueden dividir en dos grupos, los receptores de glutamato ionotrépicos
(iGluRs), que forman el poro del canal i6nico que se activa cuando el glutamato se une al receptor, y los receptores
de glutamato metabdlicos (mGIuRs), que activan indirectamente los canales de plasma en la membrana plasmatica
a través de una cascada de sefializacion que implica proteinas G.

De los muchos subtipos especificos de receptores de glutamato, es habitual referirse a los subtipos primarios por un
producto quimico que se une a él de manera mas selectiva que el glutamato. Sin embargo, la investigacion esta en
curso, a medida que se identifican los subtipos y se miden las afinidades quimicas. Varios compuestos se utilizan
habitualmente en la investigacion de los receptores de glutamato y se asocian con los subtipos de receptores:

Tabla 6: Receptores de glutamato categorizados
en subgrupos

Nombre Tipo
Receptor NMDA lonotrépico
Receptor de kainato

Receptor AMPA
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Nombre Tipo
mGIuR Metabotrépico

Como se ilustra en las Figuras 24 y 25, de todas las dianas pronosticadas conservadas de miR-181, existen 6
receptores de glutamato (Grm1, Grik3, Grm5, Gria2, Grik2 y Grm?7).

Se ha demostrado anteriormente que miR-181a controla la expresion superficial de Gria2 en las neuronas del
hipocampo [Saba R. et al., Biologia Molecular y Celular (2012) 32(3):619-32]. Se estan realizando ensayos de
luciferasa para verificar la interaccion miARN-mRNA. Ademas, una linea de ratones KO miR-181 condicional se
cruza con una linea Cre especifica obteniendo asi una eliminacién de miR-181 en nucleos cerebrales especificos.

Ejemplo 5a

MiR-182 un sintonizador fino de la actividad neuronal normal y del comportamiento psicopatolégico
Materiales y procedimientos experimentales

Clonacion de las 3' UTR en plasmido de expresion de luciferasa Psicheck2

La secuencia 3'UTR de Htrla se amplificd por PCR a partir de ADN gendmico de raton. Los fragmentos de PCR de la
3'UTR se ligaron en un vector pGEM-T Easy (Promega) de acuerdo con las indicaciones del fabricante, y se
subclonaron adicionalmente en un solo sitio Not/ en el extremo 3' de la luciferasa en el plasmido informador
Psicheck2 (Promega). La orientacion de la clonacion se verificd mediante cortes de diagndstico y secuenciacion.

Transfecciones y ensayo de luciferasa.

Se cultivaron células HEK293T en poli-L-lisina en formato de 48 pocillos hasta una confluencia de 70-85% y se
transfectaron utilizando Polietilenimina con los siguientes plasmidos: plasmido Psicheck2-3'UTR, expresion
anormalmente alta de pre-mmu-miR-182 en plasmido pEGFP o plasmido pEGFP solo (clontech). 24 horas después
de la transfeccion, se lisaron las células y se sometié a ensayo la actividad de los informadores de luciferasa como
se ha descrito anteriormente [Chen A. et al. Mol Endocrinol (2005) 19:441-58]. Los valores de luciferasa de renilla se
normalizaron para controlar los niveles de luciferasa de luciérnaga (transcritos a partir del mismo vector pero no
afectados por las 3'UTR evaluadas) y se promediaron en seis repeticiones de pocillos por estado.

Derrota social crénica

Los ratones fueron sometidos a un protocolo de derrota social como se ha descrito anteriormente [Krishnan V. et al.
Cell (2007) 131: 391-404]. Brevemente, los ratones se colocaron en una jaula de alojamiento de un raton ICR
agresivo e interactuaron fisicamente durante cinco minutos. Durante este tiempo, el ratén ICR atacé al ratén intruso
y el intruso mostré una postura subordinada. Después se colocaron separadores de plexiglas transparentes
perforados entre los animales y los ratones permanecieron en la misma jaula durante 24 horas para permitir el
contacto sensorial. Después se repitié el procedimiento con un ratén ICR desconocido durante cada uno de los
siguientes 10 dias.

Microdiseccion del niucleo del rafe y colecciones de plasma.

Las muestras de cerebro se tomaron de ratones en el nicleo del rafe (NR) después de extraer el cerebro y colocarlo
en una matriz de acrilico del cerebro (Stoelting). Las rebanadas se tomaron utilizando cuchillas de afeitar
convencionales (GEM) basadas en marcadores anatdmicos designados. Se utilizaron jeringas 14G romas para
extraer la region RN de secciones de 3 mm retiradas de la matriz.

Purificacion de microARN y analisis de expresion de RT-PCR cuantitativa

Los ARNm, incluidos los microARN, se aislaron a partir de neuronas clasificadas, troqueles cerebrales congelados y
plasma empleando miRNeasy mini kit (Qiagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y se trataron
utilizando miARN del kit de transcripcion miScript Reverse para generar ADNc. Las muestras de ADNc se analizaron
después utilizando el kit de PCR SYBR®Green (Qiagen) de acuerdo con las indicaciones del fabricante en el
termociclador AB 7500 (Applied Biosystems). Se utilizaron cebadores especificos para cada miR junto con el
cebador universal comercial, mientras que se utilizd6 ARNnp U6 como control interno.

Clonacion de miR182 sobre el vector viral de expresion

Se amplific6 Pre-miR-182 por PCR a partir de ADN gendmico de ratdon con cebadores que afadieron sitios de
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enzimas de restriccion Agel y después se introdujo Slc6a4 en el vector pGEM-T Easy (Promega, Madison, WI).
Después de la secuenciacion de pGEM-T Easy y la digestion de pGEM-T Easy y el vector pEGFP (Clontech
laboratories Inc., Mountain View, CA) con Agel, la secuencia de miR-182 prematura se ligd al vector pEGFP para
construir el plasmido de expresion pEGFP-miR-182. Posteriormente, pamFP-miR-182 se corté con BamHI y BsrGl
en paralelo para cortar el plasmido pCSC-E/Syn-eGFP con las mismas enzimas, y la secuencia de miR-182-eGFP
se ligo a pCSC-E/Syn para construir el plasmido pCSC-eSNY-pre-miR-182-eGFP que se confirmé mediante analisis
de endonucleasa de restriccion y secuenciacion de ADN.

Produccion de vectores lentivirales.

Los lentivirus recombinantes se produjeron por transfeccion transitoria en células HEK293T, como se ha descrito
anteriormente [Naldini L et al., Proc Natl Acad Sci U S A (1996) 93:11382-8]. Brevemente, los lentivirus infecciosos
se recogieron a las 48 y 72 horas después de la transfeccion, se filtraron a través de filtros de acetato de celulosa de
poros de 0,45 uym y se concentraron mediante ultracentrifugacion.

Resultados

Hasta la fecha, se informé sobre miR-182 principalmente en estudios relacionados con el cancer tales como células
de adenocarcinoma de pulmén humano, glioma, cancer de mama, cancer de vejiga, melanoma y reparacion de
ADN. Ademas, se descubrié que miR-182 estaba implicado en procesos de desarrollo tales como el desarrollo del
oido interno y de la retina, y en el sistema inmunoldgico en la activacion de los linfocitos T y en la enfermedad del
lupus. En el sistema nervioso, mi-R182 estaba implicado en los ganglios de la raiz dorsal de los 6rganos sensoriales
especificos, y como un modulador del reloj circadiano, mientras que se encontrd una correlacion entre las variantes
genéticas de pre-miR-182 en pacientes con depresion mayor [Saus E et al., Hum Mol Genet. (2010) 19(20): 4017-
25]. Ademas, el miR-182 se incluy6 entre otros 12 miR por estar regulado por disminucién en la corteza prefrontal de
ratas macho con comportamientos de tipo resiliente a comportamientos de tipo indefension aprendida [Smalheiser
NR et al., Int J Neuropsychopharmacol. (2011) 1-11].

El analisis bioinformatico de la 3'UTR de Htrla como parte del analisis de micromatriz de miR de 5HT implicé una
posible elecciéon como diana de este gen por parte de miR-182. Por lo tanto, los autores de la presente invencion
realizaron pruebas in vitro a través de un ensayo de luciferasa, que reveld una fuerte represion de la 3'UTR de Htla
por miR-182 (Figura 8). Aparecieron dos secuencias de emparejamiento de semilla conservadas para miR-182 en la
3 'UTR de Htrla de ratén.

Los estudios de regulacion indicaron una fuerte tendencia a la regulacion por disminucién de los niveles de
expresion de miR-182 en el NR de ratones adultos machos expuestos a una derrota social crénica en comparacion
con los controles (Figura 9), lo que sugiere una participacion de miR-182 en la respuesta molecular al estimulo
ambiental conocido para las comportamientos de tipo depresién inducidas.

Un analisis bioinformatico adicional que generd predicciones de direccionamiento para miR-182 en dos bases de
datos reveld una larga lista de dianas potenciales, incluidos los genes relacionados con la actividad neuronal tanto
en condiciones normales como en condiciones patologicas (Figura 10).

Con el fin de evaluar adicionalmente miR-182 in vitro para la identificacién de interacciones diana de miR
especificas, y para revelar el papel de miR-182 en la regulacion de comportamientos normales y patoldgicas in vivo,
se desarrollaron sistemas plasmidicos y lentivirales para la manipulacion de miR-182. Los lentivirus de expresion
anormalmente alta especifica neuronal se elaboraron (Figura 11A) y se evaluaron in vitro en la linea celular neuronal
N2a. Estos resultados demostraron un aumento en los niveles de miR-182 en células infectadas con lentivirus de
expresion anormalmente alta de miR-182 en comparacion con el control (Figura 11B). La secuencia del plasmido
modificado para reducir la expresion especifica para miR-182 denominada miArrest (Genecopoeia, Rockville, MD,
EE. UU., Figura 11C) se adquirié y se subcloné en construcciones virales (Figura 11C). Estos sistemas se evaluan
en cultivo celular y mediante inyeccion especifica en el sitio a cerebros de ratones adultos.

Se desarrollaron ratones nulos para miR-182 con el fin de investigar el papel de los miR en el desarrollo de la retina.
Recientemente, los autores de la presente invenciéon obtuvieron pares de cruzamiento para esta linea, y en una
generacion una colonia, miR-182 KO y sus compafieros de camada WT estan siendo fenotipificados de manera
conductual y fisiologica.

Ejemplo 5b

Regulacion de los niveles de expresion de miR182 por estrés agudo.

Materiales y procedimientos experimentales
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Como se ha descrito en el Ejemplo 5A, anteriormente
Resultados

Se examind el efecto del estrés agudo sobre el nivel de miR182. Como se ilustra en la Figura 26, el estrés por
inmovilizacién aguda condujo a una disminucion de los niveles de expresion de miR182 en el ndcleo del rafe (RN) de
ratones 24 horas después de la induccion del estrés (P <0,01). miR182 demostro niveles reducidos de expresion en
el nacleo del rafe después del estrés agudo y crénico, lo que sugiere que tiene un papel en la modulacién de las
respuestas moleculares al estrés en el nicleo del rafe, posiblemente al afectar a su gen diana Htla que modula los
niveles de 5-HT en la sinapsis.

Ensayo de interaccion miR-diana para los genes diana pronosticados de miR182

Utilizando un ensayo de luciferasa, se examinaron once genes diana pronosticados de miR182, seleccionados
después de un analisis bioinformatico exhaustivo (Figura 27A). Las 3'UTR de los genes diana fueron evaluadas in
vitro para verificar si miR182 tiene un efecto represor medido por la actividad del gen informador conjugado de
luciferasa. De los once genes evaluados, tres genes: Dscam (Molécula de Adhesion Celular del Sindrome de Down),
L1cam (Molécula de Adhesion Celular L1) y Tsnax (Proteina X Asociada a Translina) demostraron un efecto represor
por miR182 como en el ensayo de luciferasa (Figura 27A). Al evaluar la 3'UTR del gen diana mencionado
anteriormente de miR182, se observd una secuencia conservada de emparejamiento de semilla para miR182 en
Tsnax, L1cam y Dscam, lo que sugiere que esta interaccion miR-diana tenia un papel funcional (datos no
mostrados).

A continuacion, se verificd el efecto represor directo de miR182 sobre estos tres genes. Por lo tanto, las 3'UTR se
mutaron para eliminar la secuencia de emparejamiento de semilla de miR182 y se compararon las 3'UTR regulares
con las mutadas in vitro mediante ensayos de luciferasa. El efecto represor de miR182 sobre la 3'UTR de L1cam se
eliminé cuando muté su secuencia de apareamiento (Figura 27B), y de manera similar, el efecto de miR182 sobre
Tsnax se eliminé en la 3'UTR mutada (Figura 27C), lo que indica que miR182 se eligi6 como diana directamente
este gen. Se realiz6 una verificacion similar para Dscam y Htr1a con la 3'UTR mutada.

Se utiliza un modelo de ratén que carece de miR182 para estudiar la interaccion entre miR182 y sus genes diana in
vivo. Los autores de la presente invencion estan examinando el fenotipo de comportamiento de los ratones
miR182KO en pruebas de comportamiento social, aprendizaje y memoria, y comportamientos similares a la
esquizofrenia.

Ejemplo 6

Regulacion de los niveles de miR135 en el plasma y el cerebro de ratones adultos

Materiales y procedimientos experimentales

Clonacion de vectores virales de expresion anormalmente alta de miR135 y de vector viral de miR135 KD

El plasmido de miR135b KD pEZX-H1-miR135KD-CMV-mCherry y pEZX-H1-control KD-CMV-mCherry de control se
adquirieron de GeneCopeia (EE.UU.). El promotor HI y la secuencia KD se amplificaron utilizando cebadores con el
sitio Nhel flanqueante y se ligaron a pGEM-T Easy. Después de la secuenciacion de pGEM-T Easy y la digestion de
pGEM-T Easy y p156-pRRL-CMV-GFP con el sitio Nhel, se ligaron H1-KD miR y p156 mellado para generar p156-
pRRL-H1-miR135bKD-CMV-GFP y p156-pRRL-H1-control KD-CMV-GFP.

Evaluaciones de comportamiento

Todas las evaluaciones de comportamiento se realizaron durante la fase oscura después de la habituacién a la sala
de pruebas durante 2 horas antes de cada prueba.

Prueba de transferencia de luz/oscuridad

El aparato de prueba de transferencia de luz/oscuridad y las condiciones experimentales fueron las que se han
descrito anteriormente. Brevemente, el aparato contenia 2 cdmaras, una cubierta oscura, en la que se colocaron los
ratones al comienzo de la prueba, y una camara iluminada, a la que se puede transferir libremente durante la prueba
de 5 minutos. El tiempo pasado en el compartimento de luz, la distancia recorrida en iluminacion, la latencia para
visitar la camara iluminada y el ndmero de transiciones de luz-oscuridad se cuantificaron con un sistema de
seguimiento de video (VideoMot2; TSE Systems, Bad Hamburg, Alemania).

Prueba de campo abierto
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La prueba de campo abierto se realizé6 en una caja blanca de 50x50x22 cm, iluminada a 120 lux, en la que los
ratones se colocaron para una prueba de 10 minutos. El tiempo invertido en el centro, el nimero de visitas en el
centro, la latencia para visitar el centro, el nimero de exploraciones erguidas y la distancia total recorrida se
cuantificaron utilizando un sistema de seguimiento de video (VideoMot2; TSE Systems, Bad Hamburg, Alemania).

Prueba de laberinto elevado en cruz

Este aparato de prueba tenia una forma en cruz y contenia 2 paredes de barrera y 2 brazos abiertos de muy baja
iluminacion (6 lux). La cantidad de entradas, la distancia recorrida y el tiempo que pasaron en los brazos abiertos se
calificaron automaticamente utilizando el sistema de seguimiento de video (VideoMot2; TSE Systems, Bad Hamburg,
Alemania) durante la prueba de 5 minutos.

Resultados

Los efectos de la administracién de antidepresivos sobre los niveles de miR135 se evaluaron en sitios cerebrales
que se sabe que estan inervados por neuronas serotoninérgicas del NR e implicados en la regulacion del estado de
animo, la amigdala (AMY) y la corteza prefrontal (PFC). En la AMY, ambas variantes de miR135 estaban reguladas
por incremento por los inhibidores agudos de la recaptacion de serotonina (SSRI) y los inhibidores de la recaptacion
de noradrenalina (NRI), pero no por la administracion cronica de estos farmacos (P = 0,0001 para SSRI, p = 0,003
para NRI para miR135a, Figura 28A; p = 0,0001 para SSRI y p = 0,003 para NRI para miR-135b, Figura 28B). En la
PFC, los niveles de miR135b se regularizaron al alza mediante SSRI agudo y NRI (P = 0,0183 para SSRI y 0,0013
para NRI Figura 28c) pero los niveles de miR135a no se alteraron significativamente (Figura 28D). Ademas, SSRI
cronico condujo a una disminucion de los niveles de miR135a y miR135b en el PFC (P = 0,0241 para miR135a
Figura 28C, y P = 0,0067 para miR135b Figura 28D).

Ademas, los niveles de miR135 en la circulacién se evaluaron siguiendo el paradigma de la derrota social. Los
niveles de miR135a (P = 0,0089; Figura 29A) y miR135b (P = 0,0033; Figura 29B) aumentaron en el plasma de
ratones expuestos a derrota social cronica en comparaciéon con los ratones de control medidos en tiempo real
mediante PCR. Por lo tanto, los resultados actuales demostraron que miR135 en plasma se regulé al alza después
de estrés crénico, que se sabe que induce comportamientos similares a la depresion en ratones y se redujo en gran
medida por la administracion de antidepresivos. Estos hallazgos sugieren niveles de miR135 en el plasma como
biomarcador para los estados depresivos relacionados con los receptores serotoninérgicos.

Ejemplo 7

Establecimiento del sistema de reduccion de la expresion de miR135; clonacion, generacion de lentivirus y
validaciones in vitro e in vivo

Materiales y procedimientos experimentales
Clonacion del vector viral miR135 KD

El plasmido de miR135b KD pEZX-H1-miR135KD-CMV-mCherry y pEZX-H1-control KD-CMV-mCherry de control se
adquirieron de GeneCopeia (EE. UU.). El promotor HI y la secuencia KD se amplificaron utilizando cebadores con el
sitio Nhel flanqueante y se ligaron a pGEM-T Easy. Después de la secuenciacion de pGEM-T Easy y la digestion de
pGEM-T Easy y p156-pRRL-CMV-GFP con el sitio Nhel, se ligaron H1-KD miR y p156 mellado para generar p156-
pRRL-H1-miR135bKD-CMV-GFP y p156-pRRL-H1-control KD-CMV-GFP.

Resultados

Para evaluar el efecto de la disminucién de los niveles de miR135 en NR en los comportamientos relacionados con
5-HT de ratones, se utilizé un inhibidor de miR135b basado en el plasmido y se evalu6 su eficacia en un ensayo de
luciferasa. En este ensayo, las células HEK293T se co-transfectaron con los plasmidos miR1350E, miR135KD y
3'UTR, y se evalud la capacidad del plasmido miR135bKD para bloquear el efecto de represion de miR135 en la 3
'UTR de Sic6a4 y Htrla. El efecto represor de miR135b de la 3'UTR de Htrla fue bloqueado por el plasmido
miR135KD (Figura 30A). De manera similar, el efecto de miR135b sobre la 3'UTR de Slac6a4 fue bloqueado por
miR135KD (Figura 30B). Estos resultados indican que el plasmido miR135KD bloquea la actividad bioldgica de
miR135.

La secuencia de miR135KD y una secuencia de control se subclonaron en un vector viral (Figura 30C) y se
generaron lentivirus que expresaban la secuencia de reduccion de la expresion (KD) diferente. Para probar la
capacidad de los lentivirus para infectar el tejido cerebral, los ratones NR se infectaron con cualquiera de los
lentivirus. De hecho, la infeccion causé la expresion de GFP (Figuras 30D-E) lo que demuestra la capacidad de los
lentivirus miR135bKD para infectar el tejido cerebral.
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Ejemplo 8

Efectos sobre el comportamiento de la reduccion de la expresion de miR135 en NR de ratones adultos
Materiales y procedimientos experimentales

Evaluaciones de comportamiento

los ratones se caracterizaron conductualmente mediante el uso de pruebas para la ansiedad y comportamientos
similares a la depresiéon Como se ha descrito en el Ejemplo 6 anterior.

Resultados

Después de la validacion in vitro e in vivo de los lentivirus miR135KD, estos se utilizaron para manipular los niveles
de miR135 en el NR y para probar su efecto sobre el comportamiento de los ratones. A los ratones adultos se les
inyectaron lentivirus miR135KD, o lentivirus de control KD en el NR y después del periodo de recuperacion se
evaluaron la ansiedad y comportamientos similares a la depresion. Puesto que miR135 reprime los reguladores
negativos de 5-HT, los autores de la presente invencion esperaban que miR135KD condujera a la disminucion de los
niveles de 5-HT en la sinapsis y, por ende, a un aumento de la ansiedad y de comportamientos similares a la
depresion.

En la prueba de campo abierto no se observaron diferencias entre los grupos (Figura 31A), sin embargo, en la
prueba de laberinto en cruz, los ratones miR135KD demostraron un mayor comportamiento similar a la ansiedad al
demostrar una tendencia a pasar menos tiempo en los brazos abiertos (P = 0,0644) y visitar menos veces los brazos
abiertos (P = 0,0572 Figura 31B). Ademas, los ratones miR135KD caminaron significativamente menos distancia en
los brazos abiertos (P = 0,0433) y tuvieron una mayor tendencia a visitar los brazos abiertos (P = 0,0124 Figura
31B). De manera similar, en la prueba de luz-oscuridad realizada en condiciones de estrés basal, los ratones
miR135KD demostraron un comportamiento similar a la ansiedad significativamente mayor en comparacion con los
controles al pasar menos tiempo a la luz (P = 0,0454 Figura 31C), visitando menos veces la camara iluminada ( P =
0,0107 Figura 31D) y caminar una distancia menor en la camara iluminada (P = 0,0402s Figura 31E). Los resultados
ilustraron una disminucion en los niveles de miR135 40 min y 24 horas después del estrés agudo (Figura 30A-B), por
lo tanto, la teoria actual fue que los ratones miR135KD estresados no diferirian de sus controles en comportamientos
similares a la ansiedad cuando se evaluaron después del estrés agudo, ya que los ratones de control también
tendrian una disminucion de los niveles de miR135 debido al estrés. De hecho, no hubo diferencias entre los grupos
cuando se volvié a realizar la prueba en la prueba de transferencia de luz-oscuridad en ninguno de los parametros,
ambos cuando se evaluaron 40 minutos o 24 horas después del estrés agudo (Figura 31C-E).

Las comportamientos depresivos de miR135KD se evaluaron tanto en condiciones basales como después de la
manipulacion farmacolégica. Debido a que se demostré que los niveles de miR135 aumentaron en el NR después de
la administracion de SSRI (Figura 31E), se especuld que la reduccion de los niveles de miR135 puede llevar a una
respuesta reducida a SSRI. En la prueba de suspension de cola realizada tanto a niveles basales como después de
la administracion de SSRI, no hubo diferencias entre los ratones KD miR135b y los ratones KD de control en el
tiempo de inmovilidad (Figura 31F), y se observé la disminucion esperada en el tiempo de inmovilidad debido al
tratamiento con SSRI (P <0,0008). Sin embargo, en la prueba de natacién forzada, ademas del efecto principal para
la inyeccion de SSRI (P <0,0001), los ratones miR135KD a los que se habia inyectado SSRI fueron mas inmdviles
los ultimos 2 minutos de la prueba en comparacién con los ratones KD de control (P = 0,0141 5 minutos, P = 0,0404
6 minutos; la Figura 31G sugiere una atenuacion de los efectos antidepresivos de SSRI al reducir los niveles de
miR135 en el NR. Este resultado implica que miR135 es parte de la alternancia endégena que conduce a cambios
de comportamiento causados por SSRI.

Ejemplo 9

Expresiéon anormalmente alta de miR135 en neuronas 5-HT

Materiales y procedimientos experimentales

Los ratones que expresaban de manera anormalmente alta miR135a en neuronas 5-HT se compararon con sus
compafieros de camada de control en cuanto a los niveles de expresion de miR135 y en cuanto a sus genes diana y
su comportamiento.

Resultados

Los efectos de la manipulacién de los niveles de miR135 especificamente en las neuronas 5-HT en el NR de ratones
se evaluaron para detectar comportamientos similares a la ansiedad y la depresion. Para ese propdsito, se
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desarrolloé un sistema genético utilizando el sistema Cre-loxP. Especificamente, la especificidad de 5-HT se obtuvo
utilizando los ratones ePet Cre que expresan la recombinasa Cre especificamente en las neuronas positivas para 5-
HT NR y se llevd a cabo la expresion anormalmente alta de miR135 cruzando la linea de Cre especifica de 5-HT
(ePet Cre) con la linea de ratén transgénico con expresion anormalmente alta condicional para miR135a (Figura 32).

El nivel de expresidon de miR135 en el NR de ratones que expresan de manera anormalmente alta miR135
especificamente en neuronas 5-HT (miR1350E) se evalu6é mediante PCR en tiempo real para miR135 y se comparé
con ratones de control, positivo para el alelo de expresion anormalmente alta condicional de miR135 pero negativo
para ePet CRE. Los ratones miR1350E demostraron una expresion anormalmente alta cercana a 2 veces en
comparacion con los ratones de control (Figura 33A; P <0,05). Los niveles de expresion anormalmente alta de
miR135 fueron similares a los niveles medidos en el NR de ratones después de la administraciéon de SSRI, lo que
sugiere que esta linea de ratones fue un buen modelo para estudiar las caracteristicas de los antidepresivos de
miR135. Ademas, el ARNm del gen diana de miR135, Sic6a4 (Figura 33B; P <0,05) y Htrla (Figura 33C; P <0,1) se
regularon por disminucion en el NR de los ratones miR1350E en comparacion con el control, lo que demuestra
represion in vivo por miR135 de sus genes diana.

Para probar la expresion anormalmente alta de miR135 especificamente en las neuronas 5-HT, los ratones
miR1350E y sus compafieros de camada de control fueron expuestos a un paradigma de derrota social crénica, un
procedimiento conocido para inducir comportamientos similares a depresiéon y a ansiedad, y posteriormente se
evaluaron para detectar comportamientos similares a ansiedad y a depresion.

Los ratones miR1350E demostraron comportamientos similares a ansiedad después de la derrota social en
comparacion con los compafieros de camada de control. En campo abierto, se observé una tendencia al aumento de
la ansiedad en el tiempo en los ratones miR1350E y el numero de visitas al centro (P <0,1, Figura 34A). Mientras
estaba en la prueba de transferencia de luz-oscuridad, los ratones miR 1350E pasaron mas tiempo a la luz (P <0,05,
Figura 34B) y pasaron menos tiempo en la camara iluminada (P <0,01, Figura 34B). Se observaron resultados
similares en el laberinto de elevado en cruz (P <0,05, Figura 34B) mientras que los ratones miR1350E pasaron mas
tiempo en los brazos abiertos (P <0,05, Figura 34C) y viajaron una mayor distancia en los brazos abiertos (P <0,05,
Figura 34C).

Los comportamientos depresivos de los ratones miR1350E después de la derrota social fueron menores que en los
compaferos de camada de control. Se observé una tendencia hacia la disminucién del tiempo de inmovilidad de los
ratones miR1350E en comparacion con los controles en la prueba de suspensién de cola (P <0,1, Figura 34D), junto
con una disminucion significativa del tiempo de inmovilidad en la prueba de natacion forzada (P <0,05, Figura 34E).
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<213> felis catus

<400> 52
uaucacugaa gccauuuuau

<210> 53

<211>19

<212> ARN

<213> Equus caballus

<400> 53
ucacuugaag ccauuuuau

<210> 54

<211> 18

<212> ARN

<213> Loxodonta africana

<400> 54
aucacugaag ccauuuua

<210> 55

<211> 23

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 55
uggaaagccc ugccuugeug cuu

<210> 56

<211> 22

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 56
guguuuggua auacacgacg au

<210> 57

<211> 22

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 57
acauuuggua cuacacgacg au

20

19

20

19

18

23

22

22
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<210> 58

<211>90

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 58

aggccucgcu guucucuaug
ggauuggagc cguggcgcac
<210> 59

<211> 100

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 59
agauaaauuc acucuagugc
auguagggau ggaagccaug

<210> 60

<211>97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 60
cacucugcug uggccuaugg
ggcuaaaagc caugggcuac

<210> 61

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 61

ES 2 732 427 T3

gcuuuuuauu ccuaugugau ucuacugcuc acucauauag

ggcggggaca

uuuauggcuu uuuauuccua ugugauagua auaaagucuc

aaauacauug ugaaaaauca

cuuuucauuc cuaugugauu gcugucccaa acucauguag

agugaggggc gagcucc

uauggcuuuu uauuccuaug uga 23

<210> 62

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 62

uauggcuuuu cauuccuaug uga 23

<210> 63

<211>94

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 63

uguuuugagc gggggucaag

auugcuccug accuccucuc

<210> 64

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

agcaauaacg aaaaauguuu gucauaaacc guuuuucauu

auuugcuaua uuca
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<400> 64
ucaagagcaa uaacgaaaaa ugu 23

<210> 65

<211>77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 65

guggccucgu ucaaguaauc caggauaggc ugugcagguc ccaaugggcc uauucuuggu

uacuugcacg gggacgc

<210> 66

<211>84

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 66

ggcuguggcu ggauucaagu aauccaggau aggcuguuuc caucugugag gccuauucuu

gauuacuugu uucuggaggc agcu

<210> 67

<211>77

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 67

ccgggaccca guucaaguaa uucaggauag guugugugcu guccagccug uucuccauua

cuuggcucgg ggaccgg

<210> 68

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 68
uucaaguaau ccaggauagg cu 22

<210> 69

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 69
uucaaguaau ucaggauagg u 21

<210> 70

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 70

gagcugcuug CCuCCCCCCg uuuuuggcaa ugguagaacu cacacuggug agguaacagg

ES 2 732 427 T3

auccgguggu ucuagacuug ccaacuaugg ggcgaggacu cagccggcac

<210> 71
<211> 25

69

60

77

60

84

60

77

60

110



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 732 427 T3

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 71
uuuggcaaug guagaacuca caccg 25

<210> 72

<211> 82

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 72
gcaguccucu guuaguuuug cauaguugca cuacaagaag aauguaguug ugcaaaucua
ugcaaaacug augguggccu gc

<210> 73

<211> 87

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 73

cacuguucua ugguuaguuu ugcagguuug cauccagcug ugugauauuc ugcugugcaa
auccaugcaa aacugacugu gguagug

<210> 74

<211> 96

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 74
acauugcuac uuacaauuag uuuugcaggu uugcauuuca gcguauauau guauaugugg
cugugcaaau ccaugcaaaa cugauuguga uaaugu

<210> 75

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 75
ugugcaaauc uaugcaaaac uga 23

<210> 76

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 76
ugugcaaauc caugcaaaac uga 23

<210> 77

<211>83

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 77
ccuuggagua aaguagcagc acauaauggu uuguggauuu ugaaaaggug caggccauau

ugugcugccu caaaaauaca agg
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<210> 78

<211>98

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 78

uugaggccuu aaaguacugu agcagcacau caugguuuac augcuacagu caagaugcga

ES 2 732 427 T3

aucauuauuu gcugcucuag aaauuuaagg aaauucau

<210> 79

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 79
uagcagcaca uaaugguuug ug

<210> 80

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 80
uagcagcaca ucaugguuua ca

<210> 81

<211>78

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 81

cugaggagca gggcuuagcu gcuugugagc aggguccaca ccaagucgug uucacagugg

cuaaguuccg ccccccag

<210> 82

<211>97

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 82

accucucuaa caaggugcag agcuuagcug auuggugaac agugauuggu uuccgcuuug

22

22

uucacagugg cuaaguucug caccugaaga gaaggug

<210> 83

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 83
uucacagugg cuaaguuccg ¢

<210> 84

<211> 21

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 84
uucacagugg cuaaguucug ¢

21

21
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<210> 85

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 85

ugaguuuuga gguugcuuca
aaaaccaucg accguugauu
<210> 86

<211> 110

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 86

agaagggcua ucaggccagc
uuugggauuu gaaaaaacca
<210> 87

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 87

ccugugcaga gauuauuuuu
aacugugugg acaagcucac
<210> 88

<211>89

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 88

cugauggcug cacucaacau
aucaaugaau gcaaacugcg
<210> 89

<211> 110

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<400> 89

cggaaaauuu gccaaggguu
ggcaaaccau cgaccguuga
<210> 90

<211> 137

<212> ARN
<213> Homo sapiens

<400> 90

ES 2 732 427 T3

gugaacauuc aacgcugucg gugaguuugg aauuaaaauc

guacccuaug gcuaaccauc aucuacucca

cuucagagga cuccaaggaa cauucaacgc ugucggugag

cugaccguug acuguaccuu gggguccuua

uaaaagguca caaucaacau ucauugcugu cgguggguug

ugaacaauga augcaacugu ggccccgceuu

ucauugcugu cgguggguuu gagucugaau caacucacug

gaccaaaca

ugggggaaca uucaaccugu cggugaguuu gggcagcuca

guggacccug aggccuggaa uugccauccu
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guccccucce cuaggccaca gccgagguca caaucaacau ucauuguugu cgguggguug

ugaggacuga ggccagaccc accgggggau gaaugucacu guggcugggc cagacacggce

uuaaggggaa uggggac

<210> 91

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 91
aacauucaac gcugucggug agu

<210> 92

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 92
aacauucauu gcugucggug ggu

<210> 93

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 93
aacauucaac cugucgguga gu

<210> 94

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 94
aacauucauu guugucggug ggu

<210> 95

<211> 25

<212> ARN

<213> Mus musculus

<400> 95
ugaccaccug cugcugcggg ggggu

<210> 96

<211> 26

<212> ARN

<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 96
cagccacccu geugcugece aguggg

<210> 97

<211> 26

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 97
cagccccccu geugeugece ggaggg

<210> 98
<211> 26

23

23

22

23

25

26

26
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<212> ARN
<213> Pan troglodytes

<400> 98
cagccccccu geugeugece ggaggg

<210> 99

<211> 26

<212> ARN

<213> Macaca mulata

<400> 99
cagccccccu geugeugece agaggg

<210> 100

<211> 26

<212> ARN

<213> Otolemur garnettii

<400> 100
cagccacccu geugcugecce agugag

<210> 101

<211> 26

<212> ARN

<213> Atelerix albiventris

<400> 101
ccaccacccu geugeugece agageu

<210> 102

<211> 26

<212> ARN

<213> Canis lupus familiaris

<400> 102
cagccacccu geugcugccc agegug

<210> 103

<211> 26

<212> ARN

<213> Equus caballus

<400> 103
cagccacccu geugcugece agugeu

<210> 104
<211> 25

<212> ARN
<213> Bos taurus

<400> 104
caccacccug cugcugccca gaggu

<210> 105

<211> 25

<212> ARN

<213> Dasypus novemcinctus

<400> 105
aagcaaccug cugcugccca gcaca

<210> 106
<211> 26

26

26

26

26

26

26

25

25
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<212> ARN
<213> Loxodonta africana

<400> 106
caaccacccu gecugcugecc agugca 26

<210> 107

<211>25

<212> ARN

<213> Echinops telfairi

<400> 107
caucccccug cugecugcecca gecaca 25

<210> 108

<211>25

<212> ARN

<213> Monodelphis domestica

<400> 108
uagcccccug cugcuaccca uugec 25

<210> 109

<211> 26

<212> ARN

<213> Gallus gallus

<400> 109
ccagcccagu geugeugecg geugeg 26

<210> 110

<211> 143

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR135

<400> 110
gacggcgcta ggatcatcaa ctcacatagg aatgatctaa aagccataca agtattctgg
tcacagaata caactcacat aggaatgatc taaaagccat acaagatgat cctagcgccg

tettttttga attcgeggee cta

<210> 111

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR135

<400> 111
tcacatagga atgaaaagcc atacgattca cataggaatg aaaagccata accggtcaca
taggaatgaa aagccatatc actcacatag gaatgaaaag ccata

<210> 112

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR135 - construccion antisentido (directa)

<400> 112

tcacatagga agcaaagcca taatcgtcac ataggaagca aagccataat cgtcacatag
gaagcaaagc cataatcgtc acataggaag caaagccata

<210> 113

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR135 - construccion antisentido (inversa)

<400> 113
tatggctttg cttcctatgt gacgattatg gectttgcttce ctatgtgacg attatggcett
tgcttectat gtgacgatta tggetttget tcctatgtga

<210> 114

<211> 143

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR335 5p

<400> 114

gacggcgcta ggatcatcaa cacatttttc gttaatcttt gctcttgaca agtattctgg
tcacagaata caacacattt ttcgttaatc tttgctcttg acaagatgat cctagegecg
tettttttga attcgeggece cta

<210> 115
<211> 105
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR335 5p

<400> 115

acatttttcg ttattgctct tgacgataca tttttcgtta ttgectcttga accggacatt
tttegttatt gctcttgatc acacattttt cgttattget cttga

<210> 116

<211> 100

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR335-5p - construccion antisentido (directa)

<400> 116
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acatttttcg agctgetett gaatcgacat ttttcgaget getcttgaat cgacattttt
cgagctgectc ttgaatcgac atttttcgag ctgctcttga

<210> 117

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR335-5p - construccion antisentido (inversa)

<400> 117

tcaagagcag ctcgaaaaat gtcgattcaa gagcagctcg aaaaatgtcg attcaagagce
agctcgaaaa atgtcgattc aagagcaget cgaaaaatgt

<210> 118

<211> 141

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR15a

<400> 118

gacggcgcta ggatcatcaa ccacaaacca ttaatcttgt gctgctacaa gtattctggt
cacagaatac aaccacaaac cattaatctt gtgctgctac aagatgatcc tagcgceccgtce
ttttttgaat tcgeggecet a

<210> 119

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR15a

<400> 119
cacaaaccat tatgtgctge tacgatcaca aaccattatg tgctgctaac cggcacaaac

cattatgtge tgctatcace acaaaccatt atgtgetget a

<210> 120

<211> 96

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR15a - construccion antisentido (directa)

<400> 120
cacaaaccaa gcgtgctgct aatcgcacaa accaagcgtg ctgctaatcg cacaaaccaa
gcegtgetget aatcgcacaa accaagegtg ctgceta

<210> 121
<211> 96
<212> ADN
77
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR15a - construccion antisentido (inversa)

<400> 121

tagcagcacg cttggtttgt gcgattagca gcacgcttgg tttgtgcgat tagcagcacg
cttggtttgt gcgattagca gcacgcttgg tttgtg

<210> 122

<211> 143

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR19

<400> 122

gacggcgcta ggatcatcaa ctcagttttg catgatctga tttgcacaca agtattctgg
tcacagaata caactcagtt ttgcatgatc tgatttgcac acaagatgat cctagcgccg
tcttttttga attcgceggece cta

<210> 123

<211> 105

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR19

<400> 123

tcagttttgc atggatttgc acacgattca gttttgcatg gatttgcaca accggtcagt
tttgcatgga tttgcacatc actcagtttt gcatggattt gcaca

<210> 124

<211>100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR19 - construccién antisentido (directa)

<400> 124

tcagttttgc atgatttgca caatcgtcag ttttgcatga tttgcacaat cgtcagtttt
gcatgatttg cacaatcgtc agttttgcat gatttgcaca

<210> 125

<211>97

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR19 - construccién antisentido (directa)
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<400> 125
tgtgcaaatc atgcaaaact gacgattgtg caaatcatgc aaaactgcga ttgtgcaaat

catgcaaaac tgcgattgtg caaatcatgc aaaactg

<210> 126

<211> 141

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR26

<400> 126

gacggcgcta ggatcatcaa cagcctatcce tggatctatt acttgaacaa gtattctggt
cacagaatac aacagcctat cctggatcta ttacttgaac aagatgatcc tagegecgtce
ttttttgaat tcgeggcect a

<210> 127

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR26

<400> 127

agcctatcct ggattacttg aacgatagcc tatcctggat tacttgaaac cggagcctat
cctggattac ttgaatcaca gcctatcctg gattacttga a

<210> 128

<211> 96

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR26 - construccion antisentido (directa)

<400> 128

agcctatcect ggttacttga aatcgagecct atcctggtta cttgaaatcg agcecctatcct
ggttacttga aatcgagcct atcctggtta cttgaa

<210> 129

<211> 96

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR26 - construccion antisentido (inversa)

<400> 129
ttcaagtaac caggataggc tcgatttcaa gtaaccagga taggctcgat ttcaagtaac

caggataggc tcgatttcaa gtaaccagga taggct

<210> 130
<211> 140

79

60

97

60

120

141

60

101

60

96

60

96



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 732 427 T3

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR27

<400> 130

gacggcgcta ggatcatcaa ctgctcacaa gcaatctgct aagccctcaa gtattctggt
cacagaatac aactgctcac aagcaatctg ctaagcccta agatgatcct agegecgtcet
tttttgaatt cgeggcececta

<210> 131

<211> 101

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR27

<400> 131

tgctcacaag cagctaagecc ctcgattget cacaagcage taagccctac cggtgcetcac
aagcagctaa gcccttcact gctcacaage agctaagccece t

<210> 132

<211> 92

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR27a - construccion antisentido (directa)

<400> 132

gcggaactta gcactgtgaa atcggecggaa cttagcactg tgaaatecgge ggaacttage
actgtgaaat cggcggaact tagcactgtg aa

<210> 133

<211> 92

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR27a - construccion antisentido (inversa)

<400> 133
ttcacagtgc taagttccge cgatttcaca gtgctaagtt ccgeccgattt cacagtgeta
agttccgeeg atttcacagt gctaagttce ge

<210> 134

<211> 141

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR181

<400> 134
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gacggcgcta ggatcatcaa cactcaccga cagatctgtt gaatgttcaa gtattctggt
cacagaatac aacactcacc gacagatctg ttgaatgttc aagatgatcc tagcgccgtce
ttttttgaat tcgeggecet a

<210> 135

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR181

<400> 135

actcaccgac aggttgaatg ttcgatactc accgacaggt tgaatgttac cggactcacc
gacaggttga atgtttcaca ctcaccgaca ggttgaatgt t

<210> 136

<211> 100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR181d - construccién antisentido (directa)

<400> 136

acccaccgac agcatgaatg ttatcgaccc accgacagca tgaatgttat cgacccaccg
acagcatgaa tgttatcgac ccaccgacag catgaatgtt

<210> 137

<211> 102

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR181d - construccién antisentido (inversa)

<400> 137

aacattcatg ctgtcggtgg gtcgataaca ttcatgetgt cggtgggtac gataacatte
atgctgtcgg tgggtcgatt aacattcatg ctgtcggtgg gt

<210> 138

<211> 147

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR182

<400> 138

gacggcgcta ggatcatcaa ccggtgtgag ttctacatct cattgccaaa caagtattct
ggtcacagaa tacaaccggt gtgagttcta catctcattg ccaaacaaga tgatcctage
gcegtetttt ttgaattege ggeecta

<210> 139
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<211> 113
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresién de miR182

<400> 139
cggtgtgagt tctaccattg ccaaacgatc ggtgtgagtt ctaccattgc caaaaccggc 60
ggtgtgagtt ctaccattgc caaatcaccg gtgtgagttc taccattgec aaa 113

<210> 140

<211> 108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR182 - construccion antisentido (directa)

<400> 140
cggtgtgagt tagccattgc caaaatcgcg gtgtgagtta gccattgcca aaatcgceggt 60
gtgagttagce cattgccaaa atcgeggtgt gagttagcca ttgccaaa 108

<210> 141

<211> 108

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia modificada para reducir la expresion de miR182 - construccion antisentido (inversa)

<400> 141
tttggcaatg gctaactcac accgcgattt tggcaatggce taactcacac cgcgattttg 60
gcaatggcta actcacaccg cgattttgge aatggctaac tcacaccg 108

<210> 142

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido anti miR-135a

<400> 142
ucacauagga auaaaaagcc aua 23

<210> 143

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido anti miR-135b

<400> 143
ucacauagga augaaaagcc aua 23

<210> 144
<211> 23
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<212> ARN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido anti miR-335

<400> 144
acauuuuucg uuauugcucu uga 23

<210> 145

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-26a

<400> 145
agccuauccu ggauuacuug aa 22

<210> 146

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-26b

<400> 146
accuauccug aauuacuuga a 21

<210> 147

<211> 25

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido anti miR-182

<400> 147
cggugugagu ucuaccauug ccaaa 25

<210> 148

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-19a

<400> 148
ucaguuuugc auagauuugc aca 23

<210> 149

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido anti miR-19b

<400> 149
ucaguuuugc auggauuugc aca 23
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<210> 150

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-15a

<400> 150
cacaaaccau uaugugcugc ua 22

<210> 151

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-15b

<400> 151
uguaaaccau gaugugcugc ua 22

<210> 152

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-27a

<400> 152
gcggaacuua gccacuguga a 21

<210> 153

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido anti miR-27b

<400> 153
gcagaacuua gccacuguga a 21

<210> 154

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-181a

<400> 154
acucaccgac agcguugaau guu 23

<210> 155

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido anti miR-181b

<400> 155
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acccaccgac agcaaugaau guu 23

<210> 156

<211> 22

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-181¢c

<400> 156
acucaccgac agguugaaug uu 22

<210> 157

<211> 23

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido anti miR-181d

<400> 157
acccaccgac aacaaugaau guu 23
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REIVINDICACIONES

1. Un miR-15, un precursor del mismo, o un polinucleétido exdgeno que codifica dicho miR-15 o dicho precursor del
mismo, para su uso en el tratamiento de una afeccion médica seleccionada del grupo que consiste en depresion,
ansiedad, deterioro de la funcién cognitiva, ataque de panico, comportamiento compulsivo, adiccion, fobia social,
trastorno del suefio, trastorno relacionado con la alimentacion, trastorno del crecimiento y trastorno reproductivo.

2. Una construcciéon de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el miR-15 o el
precursor del mismo para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, estando dicha secuencia de acido nucleico bajo
el control transcripcional de un elemento regulador que actua en cis.

3. Una composicion farmacéutica que comprende la construcciéon de acido nucleico para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 2 y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptables.

4. Una célula aislada que comprende una construccién de acido nucleico que expresa el miR-15 o el precursor del
mismo bajo el control transcripcional de un elemento regulador que actia en cis para su uso de acuerdo con la
reivindicacion 1.

5. La célula aislada para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde dicha célula es una célula glial.

6. La construccion de acido nucleico para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, o la célula aislada para su uso
de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde dicho elemento regulador que actia en cis es activo en una célula glial
0 una célula cardiaca.

7. El miR-15 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, la construcciéon de acido nucleico para su uso de
acuerdo con la reivindicacion 2, o una célula aislada para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde dicho
miR-15 es el expuesto en SEQ ID NO: 77-80.

8. El miR-15 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, la construcciéon de acido nucleico para su uso de
acuerdo con la reivindicacion 2, o una célula aislada para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde dicho
miR-15 comprende una modificacién seleccionada del grupo que consiste en un esqueleto modificado, un enlace
internucleosidico modificado y una base modificada.

9. El miR-15 para su uso, la construccion de acido nucleico, para su uso o célula aislada para su uso de acuerdo con
la reivindicacion 8, en donde dicho esqueleto modificado comprende una modificacion seleccionada del grupo que
consiste en un fosforotioato, un fosforotioato quiral, un fosforoditioato, un fosfotriéster, y aminoalquil fosfotriéster, un
metil fosfonato, un alquil fosfonato, un fosfonato quiral, un fosfinato, un fosforamidato, un aminoalquilfosforamidato,
un tionofosforamidato, un tionoalquilfosfonato, un tionoalquilfosfotriéster, un boranofosfato, un fosfodiéster, un acido
peptidonucleico (PNA) y un 2'-O-metoxietilo.

10. El miR-15 para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, la construccién de acido nucleico para su uso de

acuerdo con la reivindicacion 2, o una célula aislada para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde dicho
miR-15 comprende una modificacién tanto en un aztcar como en un enlace internucleosidico.
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FIG. 6B

FIG. 6A
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FIG. 12B
iR-19b en la PF

FIG. 12A
Niveles de miR-19a en la PFC después
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FIG. 12D
iR-19b en la PFC después

FIG. 12C




FIG. 13B
Niveles de miR-19b en la PFC
despues de la derrota social

FIG. 13A
Niveles de miR-19a en la PFC
después de la derrota social
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FIG. 13D

Niveles de miR-19b en la amigdala

é- i3 é- 2
o™~
olqwed ap pepldiiniy

T @ <

Susceptible

FIG. 13C
Niveles de miR-19a en la amigdala
después de la derrota social
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FIG. 15B

ES 2 732 427 T3

107



ES 2 732 427 T3

08S1-6.57:901 (6002) YSN 8Us 4O 19S JO PedY JEN dUj JO 9014 'S'g USMIIN Pue "N'IAl [IiH ©F epeiodioou

BLIOWSLW B 8 UQIDBPI|OSUOD 8p ojusUINy

= JN Sp uoloeIaqI| B 8p UQIOBIOUS}Od

Tt

/ op ugjoeieqi|
/J el eqiyuisep
/' ‘gD J0d ygyo

ap uoroeiaqil
B| op UQIIqIyuly

eolbigualpeloN
BUOJNON

91 Old

108



ES 2 732 427 T3

e 001
| - (0|
. _ _ _  1o9f|
. + +  goby
o ‘i
[E10] 0JgeIa)) Awy HIN
14 € A L
d/.l 9Old

161-G81:G1 ($00Z) 189 JenosjOp “[e 10 "D JeisIs|y SP epeJodiodu|

V.l Old

109



ES 2 732 427 T3

dasgt old

sjusI|Isey

d8l Ol

o8l 9Old

a|qndaosng

V8l Old

PIOOUODSap
uorey

_ | uooenyigey

110



ES 2 732 427 T3

VY6l 9Old

[0U0d

_

15~ 0G-08E-HIW-NWL
18 G61-yfi-nwi
s egz-yiu-nuw
1S7dg-qpg-yu-nuw

1S q¢-diw-nww
\ 1S a9y -y
1706 1IN

1S709/€-yIw-nww
18 egZ-yIL-nuw

IS BGl-yiW-nuw
18 B|0g-yiu-nww

111



ES 2 732 427 T3

~0€- YN
187 LPE-YIW-nWw

sgpzywnww

s~ dg-Gye-yiw-nww

18 g-HIL-NW
1S L -Iw-nLUW

1S_G26-yiw-nuw

15 EEp-Hiw-nww

J8~dG-g7e-yiw-nww

1S 16N
)5~ dg-BGZ | -w-nuLl

1S GG p-¥IW-nUw
15 Gop-MIW-nuw

187 0ze-yIw-nuw
15 dg-6E ) -YIL-nWw
15 €6-YHIW-nuw

15" 9pe-yiw-nww
~dg-gzp-yiw-nwul

15 0lc-yiw-nuw

...........

del Old

112



FIG. 20A

mmu-mir-15a , Raton-miR
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FIG. 20B

Fkbph Raton —mEMA
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FIG. 26
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FIG. 29B

FIG. 29A
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FIG. 30B

Luciferasa

FIG. 30A

Luciferasa
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FIG. 33A
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FIG. 33C

FIG. 33B
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