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DESCRIPCION
Induccién por microARN de la regeneracion cardiaca

Campo de la invencidn

La invencion se refiere a composiciones y procedimientos ex vivo para la estimulacion de la proliferacion celular y la
desdiferenciacion de células en células madre para fomentar la regeneracion de tejidos. Especificamente, la invencion
se refiere a la administracion transitoria de un microARN (miR) o su mimético para la estimulacion de la proliferacion de
cardiomiocitos y la regeneracion cardiaca.

Antecedentes de la invencion

Histéricamente, el corazén de los mamiferos adultos se ha considerado un 6rgano terminalmente diferenciado con
capacidad limitada para regenerarse después de una lesion. En contraste, la evidencia reciente ha demostrado que el
corazén de neonatos puede regenerarse a través de la proliferacion aumentada de cardiomiocitos. Esta capacidad de
regeneracion en respuesta a la lesion termina siete dias después del nacimiento en ratones, lo que corresponde a la
salida de los cardiomiocitos del ciclo celular. Aunque hay alguna evidencia de un nivel muy bajo de proliferacion
posnatal de cardiomiocitos que puede aumentarse después de la lesién, este es insuficiente para reponer los
cardiomiocitos perdidos después de la lesion y restablecer la funcién cardiaca adecuada. Un obstaculo importante para
superar el reingreso de los cardiomiocitos al ciclo celular es la rigidez de la estructura del sarcomero, que debe
desensamblarse para que ocurra la citocinesis. Tal desensamble puede requerir sefiales para la desdiferenciacion de
los cardiomiocitos, lo cual se acompafa de multiples cambios celulares, que incluyen la reactivacion de programas de
expresion génica restringidos al estado embrionario. Por lo tanto, los enfoques que reactivan o aumentan la proliferacion
postnatal de cardiomiocitos podrian tener un efecto positivo en la reparaciéon y regeneracion cardiacas, pero su
persistencia necesitaria ajustarse cuidadosamente para evitar la disfuncion de cardiomiocitos asociada con un estado
altamente proliferativo y desdiferenciado.

Los microARN (miR) pueden tener efectos potentes sobre la expresion génica y pueden alterar el fenotipo celular al
dirigirse de manera coordinada a multiples componentes en vias celulares importantes. Varias agrupaciones o familias
de miR se expresan en el desarrollo temprano y desempefian funciones importantes en el mantenimiento de la identidad
progenitora especifica del tejido. Una de estas agrupaciones, miR302-367, se expresa durante la embriogénesis
temprana en las células madre embrionarias y en el endodermo pulmonar en desarrollo, donde promueve un fenotipo
desdiferenciado caracterizado por altos niveles de proliferacién celular.

En consecuencia, existe una necesidad de comprender los mecanismos de miR302-367 y, de esta manera, desarrollar
composiciones y procedimientos basados en miARN mejorados.

Sumario de la invencién

En la presente memoria se proporciona un procedimiento ex vivo para la estimulacion de la proliferacion celular y la
desdiferenciacion de células de cardiomiocitos en células madre para la regeneracion de tejido cardiaco, el
procedimiento que comprende: poner en contacto transitoriamente dichas células con una composiciéon que comprende
una agrupacion de microARN (miR) 302-367 o un mimético de la agrupacion miR 302-367 para la expresion transitoria
de dicha agrupacion de miR o de dicho mimético de la agrupacion de miR, en el que dicho contacto transitorio es
suficiente para activar transitoriamente la proliferacion de cardiomiocitos, pero no para reactivar el ciclo celular de los
cardiomiocitos postnatales.

Ademas en la presente memoria se proporciona una composicion que comprende una agrupacion miR 302-367 o un
mimético de la agrupacion miR 302-367 para su uso en la estimulacion de la reparacion y regeneracion cardiaca en un
sujeto o para su uso en la estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos en un sujeto mediante la expresion
transitoria de dicha agrupacion de miR o dicho mimético de la agrupacion de miR en cardiomiocitos, en la que la
administracion transitoria de la composicion a dicho sujeto activa transitoriamente la proliferacion de cardiomiocitos,
pero no reactiva el ciclo celular de los cardiomiocitos posnatales.

En oftra realizacion, la composicion comprende acido valproico.

En una realizacion, el miR se une operativamente a una secuencia reguladora, en la que, opcionalmente, dicha
secuencia reguladora es un promotor inducible tal como un promotor inducible por doxiciclina.

En una realizacién, el miR esta codificado por una secuencia de acido nucleico presente dentro de un vector. En una
realizacion, el vector es un vector viral tal como un vector de lentivirus, o en el que el vector es un vector plasmidico.

En una realizacion, la agrupacion de microARN (miR) 302-367 o el mimético de la agrupacion miR 302-367 comprende
uno o mas de miR302b, miR302c y miR367.
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En una realizaciéon, la administracion transitoria es la administracion sistémica. En una realizacién, la administracion
transitoria es la administracién intravenosa. En una realizacién, la administracién transitoria comprende una
administracion unica de la composicion al sujeto.

En oftra realizacion, la composicion comprende acido valproico.
Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada,
ejemplos y figuras. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, si bien

indican las realizaciones preferidas de la invencion, se dan solamente a modo de ilustracion.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se comprendera mejor a partir de una lectura de la siguiente descripcion detallada tomada junto con los
dibujos.

Figura 1. miR302-367 se expresa en el corazon temprano y es importante para la proliferacion de los cardiomiocitos.
(A) Expresion relativa de los miembros de la agrupacion miR302-367 durante el desarrollo del corazén como se
determina por gRT-PCR. (B) Secciones inmunoteiiidas y tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E) de corazones de
control E14.5 que muestran adelgazamiento de la pared ventricular, tabique ventricular hipoplasico y proliferacion
reducida de cardiomiocitos en mutantes Nkx2.5¢¢:miR302-367%¥x en comparacién con ratones miR302-367710¥flox RY/,
ventriculo derecho; LV, ventriculo izquierdo; VS, tabique ventricular; RA, auricula derecha. (C) Cuantificacion de Ki67
(proliferacion) a partir de imagenes en (B). (D) Cambios en la expresion génica asociados con la proliferacion y la
diferenciacion de cardiomiocitos en mutantes nulos Nkx2.5¢¢:miR302-3671¥ox frente a controles en E14.5. Los datos (C
y D) son la media £ SEM (n = 3). Los valores de P se determinan mediante la prueba t de Student.

Figura 2. La sobreexpresion de la agrupacion miR302-367 en el corazén en desarrollo da como resultado una
proliferacién aumentada de cardiomiocitos y cardiomegalia. (A) Nkx2.5%¢ : Los mutantes R26R-miR302-36779* tienen un
corazoén agrandado con el miocardio ventricular engrosado y defectos del tabique ventricular en comparacion con los
controles Nkx2.5°¢ (B) Cardiomegalia y proliferacion aumnetda de cardiomiocitos en corazones mutantes
Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779"* en P20. (A y B) Las inmunostenciones para PH3 y a-actinina y aglutinina de germen de
trigo (WGA) muestran el ndmero de cardiomiocitos mitéticos. Barras de escala, 100 mm. Alto aumento revela
cardiomiocitos PH3*. LA, auricula izquierda. Los datos son la media + SEM (n = 3). Los valores de P se determinan
mediante la prueba t de Student.

Figura 3. La sobreexpresion de miR302-367 conduce a una proliferacion celular aumentada, asi como también a una
diferenciacion y metabolismo alterados en los cardiomiocitos. (A) Tincion de aglutinina de germen de trigo y de a-
actinina de corazones en P20. El area de superficie celular se cuantifico en E18.5 y P20. Los analisis cuantitativos
representan el recuento de cinco campos de tres muestras independientes por grupo. (B) Mapa de calor y perfil de rutas
del analisis de microarreglos de corazones mutantes Nkx2.5°¢ y Nkx2.5°¢:R26R-miR302-3679* en P14. (C y D)
Cambios en la expresion génica relacionados con la proliferacion celular (C) y la muerte celular programada (D) en P14.
(E y F) Cambios en la expresion génica relacionados con la diferenciacion (E) y el metabolismo de los acidos grasos (F)
en P14 y P23. Los datos son la media +SEM (n = 3 por grupo). * P < 0,05 frente a animales de control Nkx2.5°® (prueba
t de Student).

Figura 4. miR302-367 promueve la proliferacion de cardiomiocitos a través de la regulacion de las quinasas de la via de
Hippo. (A) Expresion de Mob1b, Lats2, y Mst1 en corazones mutantes Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779* en E18.5 y
corazones mutantes nulos Nkx2.5°¢:R26R-miR302-367"x en E12.5 por qRT-PCR. (B) Ensayos de reportero
luciferasa que muestran que miR302-367 puede reprimir la expresion de Mst1, Lats2, y Mob1b a través de sus
respectivas 3'UTR. Esta represion puede revertirse mediante mutaciones de los sitios de union de miR302-367. (C)
Microscopia de fluorescencia confocal de fosfo-Yap y tincion nuclear de Yap, con o sin DAPI, en cardiomiocitos
ventriculares de corazones de raton Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779* en E18.5. La relacién citoplasmatica y nuclear para
la proteina Yap total se cuantificé mediante el uso del software Fiji. (A a C) *P <0,05, **P <0,01 frente a corazones de
control Nkx2.5cre (prueba t de Student). (D) Sobreexpresion de miR302-367 en cardiomiocitos neonatales de raton
primarios. La proliferacion de cardiomiocitos se cuantificé mediante el uso de la inmunotincién de Ki67. ** P <0,01 frente
a control de shARN Yap. Barras de escala, 100 mm. (E) Modelo propuesto de miR302-367 que promueve la
proliferacion de cardiomiocitos a través de la regulacion de las quinasas de la via de Hippo. (A a D) Los datos son la
media £ SEM (n = 3 para A, Cy D; n =5 para B).

Figura 5. miR302-367 puede promover la proliferacion de cardiomiocitos en el corazén adulto. (A) Esquema de la
sobreexpresion inducible de miR302-367 en corazén adulto mediante el uso de ratones Myhg™ereremer (B a D) Imagenes
confocales con apilamiento z y cuantificacion que muestran el numero de células que vuelven a entrar en el ciclo celular
[5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU)+] (B), se observa mitosis (PH3*) (C), o se observa citocinesis [Aurora B (AuB)*] (D) 7
dias después de la induccion de la expresion de miR302-367 en el corazén adulto. (E) Numero de cardiomiocitos en
animales Myhgmereremer v Myhgmereremer: R26R-miR302-3679*. Recuadro: El trazado de la clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS) muestra que el 98,6 % de las células aisladas contadas en los corazones adultos
son cardiomiocitos cTnT+. (F) Numero de nlcleos en control y cardiomiocitos Myhgmereemer:R26R-miR302-367 79"
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Barras de escala, 100 mm. mono, mononucleado; bi, binucleado; multi, multinucleado Se contaron aproximadamente 1 x
103 cardiomiocitos por muestra. (G) Tamafos celulares de los cardiomiocitos aislados. Los datos son la media +SEM (n
= 3). Los valores de P se determinaron con prueba de t de Student. n.s., cambio no significativo.

Figura 6. La sobreexpresion prolongada de miR302-367 en el corazén adulto reduce el tamafo de la cicatriz fibrética
pero compromete la funcién cardiaca después del infarto del miocardio (Ml). (A) Disefio del estudio de la sobreexpresion
de miR302-367 por inyeccion intraperitoneal de tamoxifeno después del Ml mediante ligadura de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (LAD). (B) Secciones del corazén tefido con tricromica de Masson desde el sitio de
ligadura hacia el vértice del control y ratones MyhemecemerR26R-miR302-36779* a 21 dias después del MI. Las
secciones en serie se cortaron a intervalos de 500 mm desde el sitio de la ligadura hacia el apice. Se muestran un
representante  Myhé™mereemer v dos de Myhe™mereemer: R26RmiR302-36779* de corazones (n = 6 por grupo). (C)
Cuantificacion de las regiones fibroticas en secciones de corazén en (B). (D) Inmunotincion y cuantificacion de células
PH3*/a-actinina* en corazones Myhgmereremer y Myhgmercremer:R26R-miR302-36779+ a 21 dias después del MI. (E) Funcién
cardiaca en ratones sometidos a ligadura de LAD, evaluados por ecocardiografia (n= 7 por grupo). EF, fraccion de
eyeccion; FS, acortamiento fraccional; EDV, volumen diastdlico final; ESV, volumen sistdlico final. Los datos son la
media £+ SEM (n= 6 a 7). (C y D) Valores de P determinados con la prueba t de Student. (E) *P <0,05 frente a
simulacién, mediante analisis de varianza unidireccional (ANOVA).

Figura 7. La terapia transitoria mimética de miR302 promueve la regeneracion cardiaca y mejora la funcién de los
corazones lesionados. (A) Esquema del tratamiento mimético de miR302 de 7 dias después del Ml (n = 3 simulado; n =
8 control; n = 18 miR302). (B) Tincién tricromica de Masson de las secciones del corazon 50 dias después del Ml y 42
dias después del tratamiento final con control o con mimético de miR302. Las secciones en serie se cortaron a
intervalos de 500 mm desde el sitio de la ligadura hacia el apice. Se muestran dos corazones representativos de control
y tres tratados con mimético de miR302. (C) Cuantificacion de las areas fibroticas en secciones del corazén. Los datos
son la media + SEM. (D y E) La funcién cardiaca de los ratones sometidos a ligadura de la LAD se evalué mediante
ecocardiografia. Los datos son la media + SEM. Valores de P determinados mediante ANOVA unidireccional.

Figura 8. Generacion de ratones con una delecion condicional de la agrupacion miR302-367. (A) Hibridacion in situ que
muestra la agrupacion miR302-367 expresado en el miocardio de raton en desarrollo en E8.5, E9.5, y E10.5. Las puntas
de las flechas indican la agrupacion miR302-367 en el tracto de salida (OFT) del corazén en desarrollo. A, atrio; V,
ventriculo. (B) Representacion esquematica del locus miR302-367 de ratdn y la estrategia de direccionamiento para la
delecion de miR302-367. (C) Analisis de transferencia Southern de cruces de ratones Nkx2.5°¢:miR302-367"* y de
tipo salvaje. (D) Expresion de miembros de la agrupacion miR302-367 en corazones mutantes nulos Nkx2.5°¢:miR302-
367Mxflox gn E12.5. (E) La expresion del gen huésped Larp7 en corazones mutantes nulos Nkx2.5¢:miR302-367ox/flox
en E12.5. Los cebadores usados para qRT-PCR que abarcan los exones 8 y 9 y los exones 8 y 10 de Larp7, muestran
empalmes normales en la region diana. Los cebadores dirigidos a la region 3' del locus de ARNm (exones 12 y 13)
mostraron una transcripcion intacta de Larp7. (F) Analisis de apoptosis mediante tincion TUNEL de corazones en E14.5.
DAPI indica los nucleos celulares. Barras de escala, 100 ym. Los datos en (E y F) son la media + s.e.m. (n = 3). Los
valores de P se determinaron mediante la prueba de t de Student. n.s., no significativo.

Figura 9. Generacion de ratones con una sobreexpresion condicional de la agrupacion miR302-367. (A) Esquema del
alelo activado miR302-367 flanqueado por sitios loxP y la estrategia dirigida para la sobreexpresién activada por Cre de
miR302-367. (B) Analisis de transferencia Southern de ratones de tipo salvaje (11 kb) y los activados con R26R-
miR302-367 (3,8 kb) después de la digestion del ADN gendmico con EcoRV. (C) qRT-PCR que muestra una
sobreexpresion especifica de todos los miembros de la familia miR302-367 en corazones Nkx2.5°¢: R26R-miR302-
36779"* en E18.5. (D) Cuantificacion del nimero de ndcleos en corazéon Nkx2.5¢ y Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779* en
P17. (E) Relaciones de peso cardiaco con longitud de la tibia (HW/TL) en P20. (F) La inmunotinciéon de cardiomiocitos
con a-actinina muestra estructuras sarcoméricas en P20. (G) La funcidon cardiaca P20 se evalu6 mediante
ecocardiografia. EF, fraccion de eyeccion; FS, acortamiento fraccional. (H) Inmunotincion para TUNEL y DAPI en
corazones en P20. Los datos son la media £ s.e.m. Los valores de P se determinan mediante la prueba t de Student.
Barras de escala en (D y H), 100 pm.

Figura 10. miR302-367 regula la proliferacion de cardiomiocitos a través de la via de Hippo. (A) Se identificaron
multiples dianas de miR302 mediante comparacion de las dianas previstas Ago-HITS-CLIP y miRanda. (B) Analisis de
transferencia Western del nivel de las proteinas Mob1, Lats2, Mst1 y P-Yap en corazones Nkx2.5°¢:R26R-miR302-
36779"* en P20. (C) Analisis de transferencia Western de Mob1, Lats2 y Mst1 en corazones Nkx2.5°¢:R26R-miR302-
367Mxflox en E12.5. Los datos en (B y C) son la media + s.e.m. (n = 3). *p <0,05 frente a Nkx2.5°¢, mediante la prueba t
de Student. (D) Informacion de la secuencia de la 3'UTR de mutaciones en el sitio de unién de Mst1, Lats2, Mob1b y
miR. (E) Inmunotincién de fosfo-Yap y Yap nuclear, con o sin DAPI, en los cardiomiocitos de corazones Nkx2.5¢:R26R-
miR302-367¢x en E10.5. Barras de escala, 100 um. (F) Analisis de transferencia Western de la proteina Yap en
cardiomiocitos neonatales 48 h después del tratamiento con lentivirus ARNhc Yap. Yap ARNhc-3 se usé en
experimentos posteriores. (G) Sobreexpresion de los miARN individuales en cardiomiocitos primarios neonatales de
ratones mediante el uso de miméticos de mIARN. La proliferacién de cardiomiocitos se cuantific6 mediante
inmunotincion de Ki67. Los datos son la media + s.e.m. (n = 3). *P <0,05, **P <0,01, frente a mimético de control, por
ANOVA unidireccional.
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Figura 11. Perfiles de expresion génica en corazones adultos después de la sobreexpresion inducible de miR302-367.
(A) Esquema de la sobreexpresiéon de miR302-367 inducida en el corazon adulto mediante el uso de ratones
Myhgmereremer v niveles de expresion de todos los miembros de la agrupacion miR302-367 en corazones adultos
Myhgmereremer:R26R-miR302-36779* por qRT-PCR dos semanas después de la induccion de Cre con tamoxifeno. (B)
Inmunotincion y cuantificacion de TUNEL y DAPI en corazones adultos dos semanas después de la inducciéon de Cre
con tamoxifeno. Barras de escala, 100 um. (C) Relaciones de peso cardiaco a longitud de la tibia (HW/TL) 2 semanas
después de la administracion de tamoxifeno. (D) Expresion diferencial de genes en corazones Myhgmercremer:R26R-
miR302-36779* dos semanas después de la induccion de Cre. Los datos en (B a D) son la media + s.e.m. (n = 3). *p
<0,05 frente a control Myhg™mereremer ' mediante la prueba t de Student.

Figura 12. Actividad de sefializacion de Hippo y caracteristicas miocardicas en el corazon adulto después de la
sobreexpresion inducible de miR302-367. (A) Tincion nuclear y fosfo-Yap en cardiomiocitos ventriculares después del
MI. (B) Expresion diferencial de genes relacionados con la proliferacion celular (Cks2) y maduracion y disfuncion
(relacion de Myh6 a Myh7) en los puntos de tiempo temprano (dia 10) y tardio (dia 21) después de la induccion de Cre
en corazones Myhgmeereme:R26R-miR302-36779*. Los datos son la media = s.e.m. (n = 6). *P <0,05 frente a control
Myhgmereremer - nor ANOVA unidireccional. (C) La tincion de a-actinina revela una expresion de proteina sarcomérica
reducida y una estructura sarcomérica desorganizada en las células positivas de linaje miocardico (GFP+) en la linea
Myhemercremer: R26R-miR302-36779+.

Figura 13. Vida media del tratamiento con mimético de miR302-367 y los efectos sobre la proliferacion de
cardiomiocitos, la apoptosis y la perfusion vascular. (A) Expresion de miR302b/c/367 en el corazén adulto en diversos
puntos de tiempo después del tratamiento mimético post-miARN. Los numeros en las barras indican el nivel de
expresion relativa de miARN por qRT-PCR. (B) Esquema del experimento de tratamiento mimético y expresion de Mst1,
Lats2, y Mob1b en el corazén el ultimo dia del tratamiento mimético miR. Se eligié el tratamiento diario mimético debido
a la vida media relativamente corta de los miméticos de miARN in vivo (véase A). (C) Esquema del experimento de
tratamiento mimético y qRT-PCR que muestra la expresion relativa de genes asociados con la proliferacion celular y el
programa geénico fetal. (D) Esquema del infarto de miocardio (MI) y experimento de tratamiento mimético y qRT-PCR de
componentes de sefializacion de Hippo en el dia 7 después del MI. (E) Imagenes de inmunotincién y cuantificacion para
PH3, Tnnt2 y TUNEL en el dia 7 después del MI. (F) Analisis de gqRT-PCR que muestra la activacion transitoria de
genes relacionados con la proliferacion celular, la supervivencia y el programa génico fetal en corazones tratados con
mimético de miR después del MI. (G) El plexo vascular se destacé por Microfil a los 9 dias después del Ml y después de
7 dias de tratamiento mimético de miR302b/c. (Fila inferior) Imagenes con mayor aumento. (H) Inmunotincién para
CD31 y Tnnt2, marcadores de vasculatura, en corazones tratados con mimético de miR302-control. Barras de escala,
100 m. (1) La inmunotinciéon para SMA, VWF y Ki67 no muestra un aumento en la proliferacion de las células de musculo
liso y células endoteliales en corazones tratados con mimético de miR302 7 dias después del MI. Los datos en (A a F)
son la media + s.e.m. (n = 6). *p <0,05, frente a mimético de control, mediante la prueba t de Student.

Figura 14. Expresion de miméticos de miR302 en la histologia pulmonar y de 6rganos después del tratamiento
sistémico con miméticos. (A) gRT-PCR que muestra los niveles de miR302b/c/367 en el pulmén en varios puntos de
tiempo después del tratamiento con miméticos-miARN. Los numeros en las barras indican el nivel de expresion relativa
de miARN. (B) Analisis histologico que muestra la morfologia normal en el pulmén, el higado y el intestino en los ratones
a las 6 semanas después del tratamiento con mimético de miR. Barras de escala, 100 m. Las imagenes son
representativas de n = 6 animales.

Descripcion detallada de la invencién

La invencion se refiere a composiciones y procedimientos ex vivo para la estimulacion de la proliferacion celular y la
desdiferenciacion de células en células madre para fomentar la regeneracion de tejidos. Especificamente, la invencion
se refiere a la administracion transitoria de un microARN (miR) o su mimético para la estimulacion de la proliferacion de
cardiomiocitos y la regeneracion cardiaca.

Los inventores de esta solicitud han descubierto de manera sorprendente e inesperada que miR302-367 se expresa en
el desarrollo cardiaco temprano y es importante para la proliferacién de cardiomiocitos durante el desarrollo embrionario.
El aumento de la expresion de miR302-367 conduce a la proliferacion persistente y de alto nivel de cardiomiocitos y,
finalmente, a cardiomegalia. miR302-367 funciona, en parte, al dirigirse a varios componentes de la via de transduccion
de sefiales de Hippo, que incluyen Mst1, Lats2 y Mob1b.

Los inventores de esta solicitud han encontrado ademas de manera sorprendente e inesperada que la reexpresion
persistente de miR302-367 en el corazdn posnatal reactiva el ciclo celular de los cardiomiocitos y aumenta la
regeneracion de los cardiomiocitos, pero conduce a la desdiferenciacion de los cardiomiocitos y a la insuficiencia
cardiaca. Sin embargo, la aplicacion temporal de miR302-367 o sus miméticos promueve la regeneracién cardiaca sin
los efectos no deseados en la funcién cardiaca. Estos estudios muestran un enfoque terapéutico del uso de miR o sus
miméticos para la estimulacion de la regeneracion cardiaca e indican ademas que dichos enfoques deben ser
transitorios para evitar la desdiferenciacion y disfuncion de los cardiomiocitos.
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Por lo tanto, en la presente memoria se proporciona un procedimiento ex vivo para la estimulacion de la proliferacion
celular y la desdiferenciacion de células de cardiomiocitos en células madre para la regeneracion de tejido cardiaco, el
procedimiento que comprende: poner en contacto transitoriamente dichas células con una composiciéon que comprende
una agrupacion de microARN (miR) 302-367 o un mimético de la agrupacion miR 302-367 para la expresion transitoria
de dicha agrupacion de miR o de dicho mimético de la agrupacion de miR, en el que dicho contacto transitorio es
suficiente para activar transitoriamente la proliferacion de cardiomiocitos, pero no para reactivar el ciclo celular de los
cardiomiocitos postnatales.

Ademas en la presente memoria se proporciona una composicion que comprende una agrupacion miR 302-367 o un
mimético de la agrupacion miR 302-367 para su uso en la estimulacién de la reparacion y regeneracion cardiaca en un
sujeto o para su uso en la estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos en un sujeto mediante la expresion
transitoria de dicha agrupacion de miR o dicho mimético de la agrupacion de miR en cardiomiocitos, en la que la
administracion transitoria de la composicion a dicho sujeto activa transitoriamente la proliferacion de cardiomiocitos,
pero no reactiva el ciclo celular de los cardiomiocitos posnatales.

Los términos "aplicaciéon transitoria" o "temporal”, como se usan en la presente memoria, pueden referirse a la
aplicaciéon o administracién de una molécula de miR o su mimético suficiente para activar transitoriamente la
proliferacion de los cardiomiocitos, pero no para reactivar el ciclo celular de los cardiomiocitos posnatales. Por ejemplo,
la aplicacion transitoria o temporal puede comprender una Unica administracion de la composicion.

Una composicion para su uso en la invencion puede incluir una agrupacion de microARN (miR) 302-367, un mimético de
la agrupacion miR 302-367 o una combinacién de los mismos.

El término "agrupacién de miR", como se usa en la presente memoria, se refiere a una region o locus genético que
contiene una pluralidad de microARN. La agrupacion de miR puede incluir una agrupacion de genes adyacentes o
relacionados, que en una realizacion, se cotranscriben de manera policistronica. Los genes miR en una agrupacion
pueden transcribirse bajo el control de un Unico promotor o una pluralidad de promotores. En una realizacion, una
agrupacion miR 302-367 incluye una Unica secuencia que tiene multiples miR, todos correspondientes al locus 302-367.

En algunas realizaciones, una agrupacion de microARN (miR) 302-367 comprende una pluralidad de miARN, que
incluyen, pero no se limitan a, miR-302a, miR-302a*, miR-302b, miR-302b*, miR-302c, miR-302c*, miR-302d, miR-367 y
miR-367*.

Las secuencias de acido nucleico de miR-302b, miR-302b*, miR-302c, miR-302¢c*, miR-302a, miR-302a*, miR-302d,
miR-367, y miR-367* son conocidas en la técnica y se describen en los documentos US2013/0035374 y
WO02011/133288. Por ejemplo, la secuencia de acido nucleico de miR-302b es: UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG
(SEQ ID NO: 1) (num. de acceso miRBase: MI0000772; ENTREZGENE: 442894); la secuencia de acido nucleico de
miR-302b* es: ACUUUAACAUGGAAGUGCUUUCU (SEQ ID NO: 2) (num. de acceso miRBase: MIMAT0000714); la
secuencia de acido nucleico de miR-302c es: UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG (SEQ ID NO: 3) (num. de acceso
miRBase: MI0000773; ENTREZGENE: 442895); la secuencia de acido nucleico de miR-302c* es:
UUUAACAUGGGGGUACCUGCUG (SEQ ID NO: 4) (nam. de acceso miRBase: MIMAT0000716); la secuencia de acido
nucleico de miR-302a es: UAAGUGGUUCCAUGUUUUGGUGA (SEQ ID NO: 5) (nim. de acceso miRBase: MI0000738;
ENTREZGENE: 407028); la secuencia de acido nucleico de miR-302a* es: UAAACGUGGAUGUACUUGCUUU (SEQ ID
NO: 6) (num. de acceso miRBase: MIMATO0000683); la secuencia de acido nucleico de miR-302d es:
UAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGU (SEQ ID NO: 7) (num. de acceso de miRBase: MI0000774; ENTREZGENE:
442896); la secuencia de acido nucleico de miR-367 es: AAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA (SEQ ID NO: 8) (num. de
acceso de miRBase: MIMAT0004686; ENTREZGENE: 442912); y la secuencia de acido nucleico de miR-367* es:
ACUGUUGCUAAUAUGCAACUCU (SEQ ID NO: 9) (num. de acceso de miRBase: MI0000772).

Las secuencias de acidos nucleicos descritas en la presente memoria pueden incluir secuencias de fragmentos
homologos, variantes y funcionales. Dichas secuencias se conocen en la técnica y se describen en US2013/0035374,
W02011/133288 y W0O2009/091659.

Los acidos nucleicos descritos en la presente memoria pueden reemplazarse por fragmentos u homdlogos
funcionalmente equivalentes, que en una realizacion, tienen al menos una homologia de secuencia de 50 %, 60 %, 70
%, 80 %, 90 %, 95 % o0 98 %. En particular, por ejemplo, los genes mir-302a, mir-302b, mir-302c y mir-302d y los ARN
descritos en la presente memoria pueden reemplazarse por otros genes y ARN con funciones similares como, por
ejemplo, mir-302a* mir- 302b*, mir-302c*, mir-367, mir-93, mir-371, mir-372, mir-373, mir-520 y similares.

En una realizacion, la agrupacion miR302-367 para su uso en las composiciones y procedimientos de la presente
invencion es el locus miR302-367 completo. En otra realizacion, la agrupacién miR302-367 para su uso en las
composiciones y procedimientos de la presente invencion es el intron de la agrupacion de genes miR302-367. En otra
realizacion, la agrupacion miR302-367 para su uso en las composiciones y procedimientos de la presente invencion son
los primeros 1234 nucleétidos de la agrupacion de genes miR302-367. En ofra realizacion, la agrupacion miR302-367
para su uso en las composiciones y procedimientos de la presente invencién es un gen recombinante que comprende
uno o mas de miR302b, miR302c, miR302a, miR302d y miR367 unidos para transcribirse como una sola unidad. En otra
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realizacion, la agrupacion miR302-367 para su uso en las composiciones y procedimientos de la presente invencion es
un gen recombinante que comprende uno o mas de miR302b, miR302c y miR367 unidos para transcribirse como una
sola unidad. En una realizacién, solo los genes que codifican los miR se incluyen en la agrupacién miR 302-367,
mientras que en otra realizacion, las secuencias intrénicas entre y adyacentes a los genes que codifican los miR se
incluyen en la agrupacion miR 302-367. En otra realizacion, la agrupacion miR302-367 es un fragmento de 644 pb de la
region miR302-367 de ser humano o un fragmento de 690 pb de la region miR302-367 de raton. En otra realizacion, la
agrupacion miR302-367 es la region intrénica entre los exones 8 y 9 del gen Larp7 como se indica en la base de datos
Ensembl.

En una realizacién, los miembros mir-302 comparten una secuencia idéntica (100 %) en sus primeros diecisiete (17)
nucleotidos 5', que incluyen el motivo de semilla completo, y una homologia global de 83 %-96 % en sus secuencias de
miARN maduro de 23 nucledtidos. EI motivo de la semilla se encuentra en los primeros ocho nucleétidos 5' de una
secuencia de miARN maduro, lo que determina la especificidad de unién y la eficiencia entre el miARN y sus genes
diana. Basado en la prediccion de 'TARGETSCAN ‘“(http://www.targetscan.org/) y "PICTAR-VERT
"(http://pictar.bio.nyu.edu/cgi-bin/PicTar_vertebrate.cgi?) Programas vinculados a la miRBase Sanger:: Sitio web de
secuencias (http://microrna.sanger.ac.uk/), estan dirigidos contra casi los mismos genes celulares, que incluyen mas de
445 genes conservados en ser humano y raton. La mayoria de estos genes diana son sefiales de desarrollo y factores
transcripcionales involucrados en el inicio y/o facilitacién de la diferenciacion celular especifica de linaje durante la
embriogénesis temprana (Lin y otros, (2008) RNA 14:2115-2124). Muchos de estos genes diana son ademas
oncogenes bien conocidos. Por ejemplo, la agrupacién mir-302/367 se dirige, entre otros, a dieciocho miembros de las
vias de sefalizacion del receptor IGF (IGFR)-Ras/PI3K donde los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF)
son potentes sefiales de desarrollo para la diferenciacion del linaje celular especifico de neuronas a través de la
proteina quinasa activada por Ras/Raf/mitégeno (MAPK) o la via de transduccion de sefiales de fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K)/Akt, que son las mismas vias de sefalizacion involucradas en muchas transformaciones de
tumor/cancer, tales como tumor cerebral, cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de préstata y melanoma de piel.
Por lo tanto, en una realizacion, las composiciones y procedimientos de la presente invencion pueden usarse para
suprimir tumores o la formacién de tumores.

Los procedimientos descritos aqui pueden usarse ademas con familias de miARN distintas de miR-302-367. En una
realizacion, la familia de miARN es la agrupacion miR290/295 en el cromosoma 7 en el ratén. En otra realizacion, la
familia de miARN es la agrupacién hsa-miR-372 (MI0000780), hsa-miR-373 (MI0000781) o hsa-miR-373/373*; hsa-miR-
371-373; hsa-miR-520c (MI0003158) o hsa-miR-520c-5p/520c-3p; mmu-miR-290 (MI0O000388), mmu-miR-291a
(MI0000389) o mmu-miR-291a-5p/291a-3p; mmu-miR-294 (MI0000392) o mmu-miR-294/294*; y mmu-miR-295
(MI0000393), 0 mmu-miR-295/295* u otros descritos en Suh y otros. (2004) Dev. Biol. 270:488-498, o de cualquier otra
manera conocido en la técnica. En una realizacién, puede usarse una combinacion de los miR mencionados
anteriormente en las composiciones y procedimientos descritos aqui. Esta lista no debe interpretarse como limitante, y
pueden usarse otras familias de miARN expresadas de manera muy especifica en células madre embrionarias en los
procedimientos descritos aqui.

En la presente memoria se describe que los siguientes miARN pueden usarse en las composiciones y procedimientos
descritos aqui, en lugar de o adicionalmente a la agrupacién miR-302-367: miR106, miR20a/b, miR93, miR17-92, o una
combinacion de los mismos.

En otro aspecto, se usa un mimético de microARN en las composiciones y procedimientos descritos aqui. EI mimético
de miARN puede incluir un oligonucleétido bicatenario disefiado para mimetizar la funcién del miARN maduro enddgeno.
En algunas realizaciones, el mimético de miARN puede incluir una o mas modificaciones quimicas que mejoran la
estabilidad y/o funcionalidad del duplex. En una realizacion, la modificacion puede incluir la modificacion 2'-O-metilo de
algunos o todos los nucledtidos de la cadena codificante y/o minimiza la sensibilidad a nucleasa de la cadena y/o mejora
la entrada de la cadena no codificante en el complejo de silenciamiento por interferencia del ARN (RISC). El mimético
puede mejorarse quimicamente para programar preferentemente el Complejo de Silenciamiento Inducido por ARN
(RISC) con la cadena de miARN activa.

El mimético de miARN puede comprender ademas una o mas modificaciones quimicas como se describe en el
documento US2007/0269889. Pueden usarse ademas los miméticos disponibles comercialmente, por ejemplo, de
Dharmacon o Qiagen.

En un ejemplo, el mimético es un mimético modificado con colesterol. En una realizacién, el mimético permite la
expresion del miARN no mediada por virus. En una realizacién, el mimético es una version pequefia y activa de un
microARN. En ofra realizacion, el mimético es un fragmento de ARN similar al miRNA bicatenario no natural, que en una
realizacion se disefia para tener su extremo 5' que contenga un motivo parcialmente complementario a la secuencia
seleccionada en la UTR 3' Unica para el gen diana. En una realizacion, este fragmento de ARN puede unirse
especificamente a su gen diana de una manera especifica del gen. En una realizacién, el mimético es un mimético de
miARN multiples, que es capaz de silenciar multiples genes. En una realizacion, el mimético es un mimético de miARN
multiples, como se describe en Wang, 2009 (Multi-miRNA Hairpins and Multi-miRNA Mimics Technologies in MicroRNA
Interference Technologies, Springer Berlin Heidelberg).
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Pueden usarse uno o mas precursores pre-miARN en las composiciones y procedimientos descritos aqui. El precursor
pre-ARNm puede actuar para ganar funcion para el miARN. Puede usarse cualquier forma adecuada de un precursor
pre-ARNm.

En algunas realizaciones, cuando se usa un precursor mimético o pre-miARN, pueden usarse uno o mas precursores
miméticos o pre-miARN en lugar de todos en la agrupacion.

En una realizacién, el miARN de las composiciones y procedimientos descritos aqui puede ser miARN maduro.
Alternativamente, el miARN puede ser un precursor de miARN. En una realizacién, un precursor de miARN es un pre-
miARN, que esta sujeto a escision por una endonucleasa bicatenaria de tipo ARNasa Ill llamada Dicer, lo que da como
resultado un duplex miARN:miARN* imperfecto que tiene un tamafio de alrededor de 20-25 nucleétidos. Este duplex
contiene la cadena de miARN maduro y su cadena de miARN* complementaria opuesta.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el uso de una composicion que comprende a) un acido nucleico
aislado que comprende una agrupacion de microARN (miR) 302-367 o su mimético y b) un inhibidor de histona
desacetilasa (HDAC). Preferentemente, el inhibidor de HDAC es acido valproico. Otros inhibidores de HDAC adecuados
son conocidos en la técnica y pueden usarse. Un inhibidor de HDAC interfiere con la funcién de la histona desacetilasa
para eliminar las agrupaciones acetilo de los residuos de lisina lo que conduce a la formacién de cromatina condensada
y silenciada transcripcionalmente.

En otro aspecto, se proporcionan ademas en la presente memoria los vectores de expresion. Un vector de expresion
que tiene un miARN puede suministrarse a las células de un sujeto. Las moléculas de acido nucleico se suministran a
las células de un sujeto en una forma en que puedan asimilarse y se expresen ventajosamente de modo que puedan
alcanzarse niveles terapéuticamente eficaces.

Los procedimientos para el suministro de polinucleétidos a una célula incluyen el uso de un sistema de suministro, tales
como liposomas, polimeros, microesferas, vectores de terapia génica y vectores de ADN desnudos.

Puede usarse la transduccion viral (por ejemplo, vectores retrovirales, adenovirales, lentivirales y virales asociados a
adeno) para la terapia génica de células somaticas, especialmente debido a su alta eficacia de infeccion y su integracion
y expresion estables (véase, por ejemplo, Cayouette y otros, Human Gene Therapy 8:423-430, 1997; Kido y otros,
Current Eye Research 15:833-844, 1996; Bloomer y otros, Journal of Virology 71:6641-6649, 1997; Naldini y otros,
Science 272:263-267, 1996; y Miyoshi y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:10319, 1997). Por ejemplo, un
polinucleétido que codifica una molécula de miARN se clona en un vector retroviral y la expresion se guia a partir de su
promotor enddgeno, a partir de la repeticion terminal larga retroviral o a partir de un promotor especifico para un tipo de
célula diana de interés. Otros vectores virales que pueden usarse incluyen, por ejemplo, un virus vaccinia, un virus del
papiloma bovino o un virus del herpes, tal como el virus de Epstein-Barr (véase también, por ejemplo, los vectores de
Miller, Human Gene Therapy 15-14, 1990; Friedman, Science 244:1275-1281, 1989; Eglitis y otros, BioTechniques
6:608-614, 1988; Tolstoshev y otros, Current Opinion in Biotechnology 1:55-61, 1990; Sharp, Lancet 337:1277-1278,
1991; Cornetta y otros, Nucleic Acid Research and Molecular Biology 36:311-322, 1987; Anderson, Science 226:401-
409, 1984; Moen, Blood Cells 17:407-416, 1991; Miller y otros, Biotechnology 7:980-990, 1989; Le Gal La Salle y otros,
Science 259:988-990, 1993; y Johnson, Chest 107:77S-83S, 1995). Los vectores retrovirales estan particularmente bien
desarrollados y se han usado en entornos clinicos (Rosenberg y otros, N. Engl. J. Med 323:370, 1990; Anderson y otros,
documento US5,399,346). Los enfoques no virales pueden emplearse ademas para la introduccion de un miARN
terapéutico en una célula de un sujeto. Por ejemplo, puede introducirse un miARN en una célula mediante
administracion del acido nucleico en presencia de lipofeccion (Feigner y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413,
1987; Ono y otros, Neuroscience Letters 17:259, 1990; Brigham y otros, Am. J. Med. Sci. 298:278, 1989; Staubinger y
otros, Methods in Enzymology 101:512, 1983), conjugacion asialoorosomucoide-polilisina (Wu y otros, Journal of
Biological Chemistry 263:14621, 1988; Wu y ofros, Journal of Biological Chemistry 264:16985, 1989), o por
microinyeccion en condiciones quirurgicas (Wolff y otros, Science 247: 1465, 1990). Preferentemente, las moléculas de
microARN se administran en combinacién con un liposoma y protamina.

La transferencia de genes puede lograrse ademas mediante el uso de medios no virales que implican transfeccion in
vitro. Dichos procedimientos incluyen el uso de fosfato de calcio, DEAE dextrano, electroporacion y fusion de
protoplastos. Los liposomas pueden ademas ser potencialmente beneficiosos para el suministro de ADN a una célula.
La expresion de micro ARN para su uso en procedimientos de terapia de polinucleétidos puede guiarse a partir de
cualquier promotor adecuado (por ejemplo, los promotores del citomegalovirus de ser humano (CMV), del virus simio 40
(SV40) o de metalotioneina), y se regula por un elemento regulador apropiado de mamiferos. Por ejemplo, si se desea,
los potenciadores conocidos por dirigir preferentemente la expresion génica en tipos celulares especificos pueden
usarse para dirigir la expresion de un acido nucleico. Los potenciadores usados pueden incluir, sin limitacion, aquellos
que se caracterizan como potenciadores especificos de tejidos o de células. Para un sujeto particular, los regimenes de
dosificacion especificos deben ajustarse con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el criterio profesional de
la persona que administra o supervisa la administracién de las composiciones.

En otra realizacién, se proporcionan composiciones terapéuticas que aumentan la expresion de los microARN descritos

en la presente memoria para el tratamiento. En otra realizaciéon, se proporcionan composiciones farmacéuticas que
comprenden un agente que potencia la expresion de un miARN descrito aqui. Los polinucledtidos descritos aqui pueden
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administrarse como parte de una composicion farmacéutica. La composicion esta preferentemente estéril y contiene una
cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de polinucleétido en una unidad de peso o volumen adecuada para la
administracion a un sujeto.

La molécula polinucleotidica terapéutica descrita aqui puede administrarse con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en forma de dosificacién unitaria. La practica farmacéutica convencional puede emplearse para proporcionar
formulaciones o composiciones adecuadas para administrar los compuestos a los pacientes.

El vehiculo como se usa en la presente memoria incluye vehiculos, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente
aceptables que no son toxicos para la célula o el mamifero que estd expuesto a los mismos a las dosis y
concentraciones empleadas. A menudo, el vehiculo fisiolégicamente aceptable es una solucion acuosa con pH
tamponada. Los ejemplos de vehiculos fisioldgicamente aceptables incluyen tampones tales como fosfato, citrato, y
otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico; polipéptido de bajo peso molecular (menos de
aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, arginina o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tal
como EDTA,; alcoholes de azucar tales como manitol o sorbitol; contraiones formadores de sales tal como sodio; y/o
tensioactivos no ionicos tales como TWEEN™, polietilenglicol (PEG), y PLURONICS™.

Los ingredientes activos pueden encerrarse en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de polimerizacion
interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de poli(metilmetacilato),
respectivamente, en sistema de suministro de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina,
microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas), o en macroemulsiones. Las formulaciones que se usan para la
administracion in vivo deben estar estériles. Esto se realiza facilmente por ejemplo, mediante la filtracion a través de
membranas de filtracion estériles. Las preparaciones de liberacion sostenida pueden prepararse. Los ejemplos
adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos
que contienen el anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas, o
microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-
hidroxietilo-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilactidos (documento US3,773,919), copolimeros de acido L-glutamico y
gamma-etil-L-glutamato, acetato de etileno-vinilo no-degradable, copolimeros de &acido lactico-acido glicdlico
degradables tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-
acido glicolico y acetato de leuprolida), y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Aunque los polimeros tales como acetato de
etileno-vinilo y acido lactico-acido glicolico permiten la liberacion de las moléculas durante mas de 100 dias,
determinados hidrogeles liberan las proteinas durante periodos de tiempo mas corto.

Las composiciones descritas aqui pueden administrarse en combinacién con uno o mas de otros agentes profilacticos o
terapéuticos, que incluyen, por ejemplo, pero sin limitarse a agentes citotoxicos, agentes quimioterapéuticos, citocinas,
agentes inhibidores del crecimiento, agentes antihormonales, inhibidores de quinasas, agentes antiangiogénicos,
cardioprotectores, agentes inmunoestimuladores, agentes inmunosupresores, agentes que promueven la proliferacion
de células hematoldgicas, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de la proteina tirosina quinasa (PTK), anticuerpos
adicionales, u otros agentes terapéuticos. En una realizacion, las composiciones de la invencion se administran junto
con radioterapia, quimioterapia, terapia fotodinamica, cirugia u otra inmunoterapia, a un paciente que tiene un trastorno
hiperproliferativo, tal como cancer o un tumor.

La administracion puede comenzar antes de que el paciente presente sintomas. Puede emplearse cualquier via de
administracion apropiada, por ejemplo, la administracion puede ser parenteral, intravenosa, intraarterial, subcutanea,
intratumoral, intramuscular, intracraneal, intraorbital, oftalmica, intraventricular, intrahepatica, intracapsular, intratecal,
intracisternal, intraperitoneal, intranasal, aerosol, supositorio o administracion oral. Por ejemplo, las formulaciones
terapéuticas pueden estar en forma de soluciones o suspensiones liquidas; para la administracion oral, las
formulaciones pueden estar en forma de comprimidos o capsulas; y para formulaciones intranasales, en forma de
polvos, gotas nasales o aerosoles.

En algunas realizaciones, las composiciones descritas aqui se administran sistémicamente. Preferentemente, la
administracion sistémica incluye administracion parenteral, por ejemplo, administracion intravenosa, intradérmica,
subcutanea, oral (por ejemplo, inhalacion), transdérmica (topica), transmucosal y rectal. En una realizacién, es ventajoso
formular las composiciones orales o parenterales en forma de dosis unitaria para facilitar la administracion y uniformidad
de la dosis. La "forma de dosis unitaria" se refiere a unidades fisicamente discretas adaptadas como dosis unitarias para
el sujeto a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada del compuesto activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido.

Los procedimientos bien conocidos en la técnica para elaborar formulaciones se pueden encontrar, por ejemplo, en
"Remington: The Science and Practice of Pharmacy" Ed. A. R. Gennaro, Lippincourt Williams & Wilkins, Philadelphia,
Pa., 2000. Las formulaciones para la administracion parenteral pueden contener, por ejemplo, excipientes, agua estéril o
solucion salina, polialquilenglicoles tales como polietilenglicol, aceites de origen vegetal, o naftalenos hidrogenados.
Puede usarse un polimero de lactida, copolimero de lactida/glicélido, o copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno
que sean biocompatibles y biodegradables para controlar la liberacion de los compuestos. Otros sistemas de suministro
parenteral para moléculas inhibidoras de acidos nucleicos incluyen particulas de copolimeros de acetato de etilenvinilo,
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bombas osmdticas, sistemas de infusién implantables, y liposomas. Las formulaciones para la inhalacion pueden
contener excipientes, por ejemplo, lactosa o pueden ser soluciones acuosas que contienen, por ejemplo, polioxietilen-9-
lauril éter, glicocolato y desoxicolato, o pueden ser soluciones oleosas para la administracion en forma de gotas nasales,
0 como un gel.

La dosis para tratar a un sujeto puede depender de la eleccion de la via de administracion, la naturaleza de la
formulacion, la naturaleza de la enfermedad del sujeto, el tamafio, el peso, el area superficial, la edad y el sexo del
sujeto, otros farmacos que se administran y el juicio del médico a cargo.

Ademas en la presente memoria se divulgan kits que comprenden: un acido nucleico aislado que comprende una
agrupacion del microARN (miR) 302-367 o un mimético de la agrupacion miR 302-367 e instrucciones. En algunas
realizaciones, los kits pueden incluir un inhibidor de histona desacetilasa (HDAC).

El término "aproximadamente" como se usa en la presente memoria puede referirse en términos cuantitativos mas o
menos 5 %, o mas o menos 10 %, o mas o menos 15 %, o mas o menos 20 %.

El término "sujeto", como se usa en la presente memoria se refiere a un mamifero que incluye un ser humano que
necesita la terapia para, o es susceptible a, una afeccién o sus secuelas. El sujeto puede incluir perros, gatos, cerdos,
vacas, ovejas, carneros, caballos, ratas y ratones y humanos. El término "sujeto" no excluye a una persona que es
normal en todos los aspectos. Un sujeto a tratar puede identificarse a juicio del sujeto o de un profesional de la salud,
que puede ser subjetivo u objetivo.

El término "tratamiento"”, como se usa en la presente memoria, puede referirse a la administracion de una sustancia a un
sujeto con el propdsito de curar, aliviar, mitigar, remediar, prevenir, suprimir, inhibir o mejorar un trastorno, sintomas del
trastorno, una enfermedad estado secundario al trastorno, o predisposiciéon hacia el trastorno. "Tratar" puede referirse a
un tratamiento terapéutico o medidas preventivas o profilacticas, en el que el objetivo es prevenir o aliviar la afeccion o
trastorno patolégicos especificos como se describid anteriormente o "tratar" puede referirse solo al tratamiento
terapeutico. Por lo tanto, "tratar" puede incluir directamente afectar o curar, suprimir, inhibir, evitar, reducir la severidad
de, retrasar el inicio de, reducir los sintomas asociados con la enfermedad, trastorno o condiciéon, o una combinaciones
de los mismos. Adicionalmente, "tratar" se refiere, entre otros, a retrasar la progresion, acelerar la remision, inducir la
remision, aumentar la remision, acelerar la recuperacion, aumentar la eficacia de, o disminuir la resistencia a agentes
terapéuticos alternativos, o una combinacion de los mismos. Ademas, "prevenir" se refiere, entre otros, a retrasar la
apariciéon de sintomas, prevenir la recaida de una enfermedad, disminuir la cantidad o frecuencia de los episodios de
recaida, aumentar la latencia entre los episodios sintomaticos, o una combinacién de los mismos. Ademas, "suprimir",
se refiere, entre ofros, a reducir la gravedad de los sintomas, reducir la gravedad de un episodio agudo, reducir la
cantidad de sintomas, reducir la incidencia de los sintomas relacionados con la enfermedad, reducir la latencia de los
sintomas, mejorar los sintomas, reducir los sintomas secundarios, reducir las infecciones secundarias, prolongar la
supervivencia del paciente, o una combinacién de los mismos.

Los términos "cantidad eficaz", como se usa en la presente memoria, se refiere a una cantidad de un compuesto que es
capaz de producir un resultado médicamente deseable en un sujeto tratado. El resultado médicamente deseable puede

ser objetivo (es decir, medible mediante alguna prueba o marcador) o subjetivo (es decir, el sujeto da una indicacion de
o siente un efecto).

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente las modalidades preferentes de la invencion. Los
procedimientos para realizar los experimentos son bien conocidos por los expertos en la técnica.

Ejemplos

Ejemplo 1

Una via de microARN-Hippo gue promueve la proliferacion de cardiomiocitos y la regeneraciéon cardiaca en
ratones

A diferencia de los vertebrados inferiores, el corazén de los mamiferos tiene una capacidad limitada para regenerarse
después de una lesioén, en parte debido a la reactivacion ineficaz de la proliferaciéon de cardiomiocitos. Si bien existe
evidencia de un bajo nivel de proliferacion de cardiomiocitos en el corazén adulto, no esta claro si el aumento de esta
tasa podria usarse para la estimulacién de terapéuticamente la regeneracion cardiaca. En este ejemplo, se muestra que
la agrupacion de microARN miR302-367 es importante para la proliferacion de cardiomiocitos durante el desarrollo y es
suficiente para inducir la proliferacion de cardiomiocitos en el adulto y promover la regeneracion cardiaca. La pérdida de
miR302-367 conduce a una disminucion de la proliferacion de cardiomiocitos durante el desarrollo. Por el contrario, el
aumento de la expresion de miR302-367 conduce a un profundo aumento de la proliferacion de cardiomiocitos, en parte
a través de la represion de la via de Hippo de transduccion de sefiales. La expresion posnatal de miR302-367 conduce
a la reactivacion del ciclo celular en los cardiomiocitos, lo que resulta en una formacién reducida de cicatrices después
del infarto. Sin embargo, la expresién a largo plazo de miR302-367 conduce a la desdiferenciacion y disfuncion de los
cardiomiocitos, lo que sugiere que no es deseable la reactivacion persistente del ciclo celular en los cardiomiocitos
posnatales. Es importante destacar que esta limitacion puede superarse mediante la aplicacion sistémica transitoria de
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miméticos de miR302-367, lo que conduce al aumento de la proliferacion y masa de los cardiomiocitos, disminuciéon de
la fibrosis y una mejor funcion después de la lesion. Nuestros datos demuestran la capacidad de los enfoques
terapéuticos basados en microARN para la estimulacion de la reparaciéon y regeneracion cardiaca a través de la
activacion transitoria de la proliferacion de cardiomiocitos.

Materiales y procedimientos

Alelos de ratén

El alelo miR302-367flox/flox se gener6 mediante flanqueo de los cinco miARN en esta agrupacién con sitios loxP
mediante el uso de recombinacién homologa estandar en células ES. El alelo R26R-miR302-367Tg/+ se generd
mediante el uso de vectores descritos previamente para insertar una secuencia de ADN que contiene los cinco
miembros de la agrupacion miR302-367 en el locus CAG-R26R mediante el uso de recombinaciéon homologa estandar
en células ES. La genotipificacion de cebadores para estos dos nuevos alelos se enumeran en la Tabla 5. La
generacion y genotipificacion de las lineas Nkx2.5cre y Myh6mercremer se ha descrito anteriormente. Los ratones
mantuvieron un trasfondo mixto C57BL/6:129SVJ. Todos los procesos con animales se realizaron de acuerdo con el
Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Pensilvania.

Histologia

Los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4 %, se embebieron en parafina y se seccionaron a intervalos de 6 pm. La
tincion inmunohistoquimica y otros procedimientos histolégicos se realizaron mediante el uso de protocolos descritos
previamente. Los anticuerpos primarios fueron: MF20 (1:20; Banco de Hibridomas-Universidad de lowa), Ki67 (1:50;
Abcam, ab16667), a-actinina (1:100; Sigma, A7811), Fosfo-Histona H3 (PH3, 1:200; Cell Signaling Technology; 9706L),
fosfo-Yap (1:200; Cell Signaling Technology, 4911), Yap (1:100; TCell Signaling Technology, 4912S), Troponina T
cardiaca (cTnT, 1:100; Thermo Scientific, MS-295-P1), Troponin TC (Tnnt2, 1:100; Santa Cruz Biotechnology, sc-8121),
AuB (1:100; Abcam, ab2254), BrdU (1:50; Banco de Hibridomas en la Universidad de lowa). El tamafio celular se
cuantifico mediante el uso del software Imaged a partir de tres corazones independientes por grupo y 6 secciones
histolégicas por corazon. La hibridacion in situ de montaje completo se realiz6 mediante el uso de una sonda pri-
miR302-367 y protocolos obtenidos de Exiqon. La relacion citoplasmica y nuclear para la proteina Yap total se cuantifico
mediante el uso de imagenes de inmunofluorescencia y el software de imagenes Fiji.

Aislamiento y cultivo de cardiomiocitos neonatales

Los cardiomiocitos neonatales de ratén se prepararon por el Laboratorio Central de Miocitos Cardiacos de la
Universidad de Pensilvania. En resumen, los cardiomiocitos de ratén se aislaron por disociacién enzimatica de
corazones de neonatos de 1 dia de edad (PI). Las células se colocaron en placas diferencialmente durante 2 horas para
eliminar los fibroblastos. Los cardiomiocitos se sembraron en cubreobjetos de vidrio recubiertos con laminina (10
mg/cm?) en placas de 12 pocillos a 2,5 x 10° células por pocillo. Al dia siguiente, el medio de cultivo se reemplazé con
medio nuevo, y las células se sometieron a transduccién con lentivirus miR-302-367 y lentivirus de ARNhc Yap (ARNhc
de pLKO.1-Yap) (Thermo Scientific Open Biosystems, RMM4534), mediante el uso de polibreno (5 mg/mL; American
Bioanalytical). Después de 48 horas, los cardiomiocitos se fijaron y procesaron para inmunotincion con los anticuerpos
indicados.

Expresion de lentivirus en cardiomiocitos

Se cultivaron células embrionarias de ser humano 293T de rifion (HEK) (Coleccién Americana de Tipos de Cultivos) en
placas de 100 mm con una confluencia de 70 %. Los vectores lentivirales se empaquetaron en células 293T mediante el
uso de X-tremeGENE9 (Roche) para suministrar 5 mg del plasmido lentiviral, 2,5 mg de psPAX2 y 2,5 mg de pMD2.G
(plasmido Addgene 12259). El sobrenadante viral se colect6 a las 48 horas después de la transfeccion, se concentrd y
se aplico a los cardiomiocitos.

Expresion génica y analisis de microarreglos

El analisis cuantitativo por PCR se realizé mediante el uso de ARN aislado con Trizol y se us6 para generar ADNc
mediante el uso de cebadores de hexameros aleatorios y SuperScript || RT (Invitrogen). Las secuencias del cebador por
gRT-PCR se enumeran en la Tabla 5. Los ensayos de microARN TagMan se usaron para la deteccion de la expresion
de miARN. Para el analisis de microarreglos, se extrajo el ARN total de tres corazones Nkx2.5cre y tres
Nkx2.5cre:R26R-miR302-367Tg/+ en P14, se convirti6 a ADNc y se us6 en matrices Affymetrix Mouse Gene 2.0 ST. Los
datos se analizaron mediante el uso de Affymetrix Microarray Suite 5.0, Analisis de Significacion de Microarreglos (SAM)
y Analisis Bayesiano Empirico de Microarreglos (EBAM). Los genes con cambios de 1,5 veces o mas sobre la media
experimental con p <0,01 (ANOVA) se consideraron significativos. El conjunto completo de datos de microarreglos se ha
depositado en la base de datos GEO (numero de acceso GSE54988).

Aislamiento de cardiomiocitos adultos y analisis FACS
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Se disecaron corazones adultos (de 8 a 10 semanas de edad). Los miocitos ventriculares se aislaron mediante el uso de
un procedimiento modificado de un protocolo descrito previamente. Brevemente, los corazones extirpados se montaron
en un aparato Langendorf y se perfundieron con solucion de Tyrode libre de Ca?*durante 6 min a 3,0 a 3,5 mL/min a una
temperatura de 37 °C, seguido de 12 a 15 min de perfusién con solucion de Tyrode libre de Ca?*que contiene
colagenasa B (0,35 mg/mL), colagenasa D (0,25 mg/mL; Roche Chemical Co.) y proteasa tipo XIV (0,05 mg/mL; Sigma
Chemical Co.). Los ventriculos se desmenuzaron en pedazos pequefios con pinzas, y las secciones de tejido ventricular
se trituraron suavemente con una pipeta Pasteur para disociar los miocitos individuales. Los no cardiomiocitos se
drenaron por centrifugacion. La suspension de cardiomiocitos se enjuagé con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) y después se fijo en tampon de fijacion intracelular (eBioscience). Para los anadlisis FACS de la pureza de los
cardiomiocitos, las células se permeabilizaron primero en tampén de permeabilizaciéon 1x (eBioscience) y después se
incubaron con troponina T cardiaca (1:100; Thermo Scientific, MS-295-P1) durante 2 horas a temperatura ambiente,
seguido de incubacion con anticuerpo secundario (Alexa Fluor 647, Life Technologies) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las muestras se analizaron en un BD FACSCanto Il (BD Biosciences).

Modelo experimental de infarto del miocardio (Ml)

Se usaron ratones adultos (12-15 semanas de edad, 30-35 gramos y género mixto) del genotipo y trasfondo indicados.
Para el estudio de miméticos de miR, se usaron ratones adultos (10-12 semanas de edad, 25-30 gramos, machos) del
trasfondo C57BL/6J. Después de alcanzar una profundidad adecuada de anestesia mediante inyeccion intraperitoneal
de Avertin (200-300 mg/kg, IP) y/o inhalacién de isoflurano (1-3 %), las regiones de las areas quirurgicas (cuello y torax)
se afeitaron y se aplicaron agentes antisépticos después (betadina y etanol al 70 %). El raton se fijo en posicion supina
con cinta adhesiva. La lengua se retrajo y se sostuvo con pinzas, y se insertd un catéter IV 20 G por via oral en la
traquea. El catéter se unié a un Minivent (tipo 845, aparato de Harvard) a través del conector en forma de Y. La
ventilacién se realizé con un volumen corriente de 0,25-0,35 mL (10 mL/kg) y una frecuencia respiratoria de 80-110/min.
Se proporcioné oxigeno puro (100 %) a la entrada del ventilador.

Se realizd una toracotomia por separacion del cuarto o quinto espacio intercostal para exponer el corazén. Se abrio el
pericardio y se visualizd el corazé6n mediante una suave retraccion en la caja toracica. Una ligadura de seda 8-0, que
ingres6 al corazéon en el margen izquierdo del cono pulmonar y salié cerca de la insercion del apéndice auricular
izquierdo, se até suavemente a la arteria coronaria LAD para inducir un Ml permanente. La incision en el pecho y la piel
se cerrd por capas con suturas 4-0 o 5-0. El ratdn se retiré del ventilador a los 10-30 minutos después del Ml y se coloco
en jaulas externas calientes durante aproximadamente 15-45 minutos hasta la recuperacién completa. El procedimiento
simulado se realizé6 de manera idéntica, con la excepcion de que la ligadura de oclusion no estaba atada.

Suministro sistémico de miméticos de miARN mediante el uso de una emulsién de lipidos neutros

Los miméticos sintéticos de miR302b/c y el mimético de control de miARN (Dharmacon) se formularon con emulsion de
lipidos neutros (NLE, MaxSuppressor in vivo RNALancerll, BIOO Scientific) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los ratones adultos (10 semanas) recibieron una dosis Unica de miméticos de miARN formulados con NLE
de 10 mg mediante inyeccion intravenosa de la vena de la cola. Se eligid una dosis Unica por dia sobre la base de
estudios que muestran que la vida media de los miméticos en el tejido cardiaco estaba entre 8 y 24 horas (Figura 13A).
Los corazones se perfundieron con PBS para eliminar la sangre circulante y se congelaron rapidamente en nitrogeno
liquido en los puntos de tiempo indicados después del tratamiento con mimético de miARN. Para la qRT-PCR de la
concentracion del mimético en el tejido, se aisl6 el ARN de los tejidos del corazén y se siguio el procedimiento del kit de
aislamiento de miARN mirVana (Ambion). Para determinar el efecto de los miméticos de miARN en el resultado
cardiovascular después del MI, se administraron miméticos de miR-302b/c o miméticos de control de miARN (10 mg por
raton sistémicamente) diariamente durante 7 dias después del MI.

Ecocardiografia

Los ratones se anestesiaron con inhalacion de induccion de isoflurano al 3 %, seguido de mantenimiento al 2 %
mediante el uso de un cono nasal. El ratén se colocd en una plataforma tibia en posicién supina para mantener la
temperatura corporal alrededor de 37 °C. El pelo toracico se eliminé mediante el uso de una crema de depilacion en gel
(Nair). Las extremidades se pegan con cinta adhesiva a los cables metalicos de EKG. El eco se realizé mediante el uso
del sistema VisualSonic Vevo 2100 con un transductor de 40 MHz para imagenes cardiacas. En resumen, al colocar el
transductor a lo largo del eje largo del LV y dirigir hacia el lado derecho del cuello del raton, se obtiene el eje largo
bidimensional del LV. Luego, el transductor se gira 90 grados en el sentido de las manecillas del reloj y se visualiza la
vista del eje corto del LV. El modo M del LV guiado por 2D a nivel del muasculo papilar se registra desde la vista del eje
corto y/o la vista del eje largo. Los espectros Doppler de entrada transmitral se registran en una vista apical de 4
camaras al colocar el volumen de muestra en la punta de las valvulas mitrales. Las imagenes de eco se descargan y
analizan sin conexion mediante el uso del software de analisis de imagenes (Vevo 2100, 1.6, VisualSonic). Se midieron
y promediaron al menos tres latidos de imagenes para la interpretacién de cualquier medicion dada. Los diametros
internos diastdlicos y sistdlicos finales del ventriculo izquierdo (LVIDd, LVID) se midieron desde la vista del eje corto
ventricular izquierdo con imagenes en modo M orientadas en 2D. La funcion sistolica del ventriculo izquierdo se estimoé
mediante acortamiento fraccional (FS, %) de acuerdo con la siguiente férmula: FS (%) = [(LVIDd - LVIDs) / LVIDd] x
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100. La fraccion de eyeccion (FE) se calculé mediante el uso de los volumenes final sistolico y final diastélico como se
describio.

Perfusion retrograda y llenado del corazéon del raton con Microfil para la visualizacion de la vasculatura
coronaria

La visualizacion de la arteria coronaria del ratén se realiz6 mediante la adopciéon de una técnica para llenar in vivo los
vasos coronarios del raton. Brevemente, el ratén se sacrificd con desangrado bajo anestesia profunda, y el corazén se
purgd de sangre con solucion salina fria a través de la vena cava inferior. Las principales ramas de los vasos, excepto la
aorta ascendente y la arteria pulmonar, se ligaron para evitar fugas. Se introdujo un angiocatéter de calibre 26 en la
aorta proximal y se perfundio el corazén con solucion salina fria (1-2 mL), solucién de KCI 0,1 M (1 mL), después con
fijador (PFA al 2 %, 1 mL) durante aproximadamente 2 minutos. Se inyectd Microfil amarillo (Flow Tech, Inc.) en la aorta
hasta que se evidencié un buen llenado de los vasos coronarios (arterias y venas) con la visualizacion al microscopio.
Una vez que se completd el llenado, la raiz de la aorta ascendente y la arteria pulmonar se unieron rapidamente para
mantener el Microfil dentro de los vasos cardiacos para obtener imagenes. Se extrajo el corazon y se fijé en PFA al 4 %
durante la noche a 4 °C antes de obtener la imagen. Las imagenes generales de la vasculatura coronaria se tomaron
con una camara digital bajo microscopia.

Andlisis de la transferencia Western

Las proteinas se aislaron y se solubilizaron después de la extraccion de ARN y ADN con TRIzol a partir de células
cultivadas como se describié previamente. Brevemente, los cardiomiocitos neonatales de ratdbn se homogeneizaron en
reactivo TRIzol, seguido de la adicién de cloroformo. El ARN en la fase acuosa superior se separ6 con el ADN y las
proteinas en la fase organica inferior. EI ADN se precipité mediante la adicién de etanol. La proteina en el sobrenadante
de fenol-etanol se precipité con acetona. El sedimento de proteinas se lavd luego con clorhidrato de guanidina 0,3
M/etanol al 95 % y se disolvié en SDS al 1 % a 50 °C. Las concentraciones de proteina se determinaron mediante el uso
del kit de reactivo de ensayo de proteina BCA (Bio-Rad Laboratories). Los extractos de proteinas se analizaron en geles
de poliacrilamida (gel NuPAGE bis-tris al 10 %, Invitrogen) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Laboratorios
Bio-Rad). Se usaron anti-Yap de conejo (1:500; Cell Signaling Technology) y anti-gluceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de raton (1:1000; Sigma) como los anticuerpos primarios. Las manchas se detectaron con sustrato
quimioluminiscente SuperSignal West Pico (Thermo Scientific).

Secuenciacion de alto rendimiento del ARN aislado mediante inmunoprecipitacion con entrecruzamiento (HITS-
CLIP)

La HITS-CLIP se realizé segun lo publicado con el uso del anticuerpo monoclonal Argonauta 2A8.3 x 10E6 para células
madre embrionarias de ratdbn que se colocaron en placas y, 48 horas después, se entrecruzaron una vez con 400
mJ/cm? y una adicional de 200 mJ/cm? sobre hielo. La genoteca lllumina se secuencié en un lllumina GA-lIx en el
Centro de Gendmica Funcional de la Universidad de Pensilvania. Las lecturas se alinearon con el genoma de ratén
(mm9), RefSeqgs y pre-miARN (mirBase 13.0) mediante el uso de ELAND y se permiti6 hasta dos desajustes. Se
identificaron picos significativos de agrupacion con etiqueta CLIP ubicados en la 3'UTR del ARNm, y se identificaron
reguladores potenciales de miARN como se describio previamente.

Ensayos de reportero luciferasa

El gen de luciferasa de luciérnaga se derivé del vector basico con pGL3 (Promega) y se clon6 en el vector pcDNA3.1(-).
El fragmento de ADN que contiene la UTR 3' de longitud completa para supuestas dianas de miR-302-367 se inserté en
el pcDNA3.1(-) corriente abajo del ADNc de luciferasa. Las células NIH-3T3 se transfectaron mediante el uso del
reactivo Fugene 6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante con reportero luciferasa y un plasmido de expresion
para miR302-367 (pcDNAS3.1- miR-302-367). Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, los extractos celulares
se analizaron para determinar la expresion de luciferasa mediante el uso de un kit comercialmente disponible
(Promega). Las actividades relativas del reportero se expresan como unidades de luminiscencia normalizadas para la
expresion de 3-galactosidasa en los extractos celulares.

Estadistica

Los datos se informan como la media + SEM de al menos tres ensayos independientes a menos que se indique lo
contrario. La prueba t de Student no pareada se us6 para comparaciones individuales y la ANOVA unidireccional para
comparaciones multiples. La significacion estadistica se muestra como *P <0,05 o **P <0,01 a menos que se indique lo
contrario.

Resultados

Se requiere la agrupacion miR302-367 para la proliferacion de cardiomiocitos durante el desarrollo
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La expresion de miR302-367 durante el desarrollo pulmonar temprano en ratones sugiere que esta agrupacion de
miARN puede expresarse en otros tejidos durante el desarrollo. Para determinar si la agrupacion miR302-367 se
expreso durante el desarrollo cardiaco, se realizé6 una PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) en ARN aislado de
corazones embrionarios de ratén en multiples etapas de desarrollo. Los cinco miembros de la agrupacién miR302-367
se expresaron en el dia embrionario (E) 9.5, pero su expresion disminuy6 significativamente después de E11.5 (Figura
1A). La hibridacion in situ indicd que la agrupacion miR302-367 se expresa en el miocardio del corazén embrionario de
raton ya en E8.5 (Figura 8A). En las etapas posnatal y adulta, la expresion de estos miARN no fue detectable por qRT-
PCR (Figura 1A).

Para investigar el papel de la agrupacion miR302-367 en el desarrollo cardiaco, generamos una linea de raton miR302-
367Mxfox y se uso la linea Nkx2.5%¢ para eliminar todo la agrupacion durante la cardiogénesis (Figura 8, Banda C). Se
observé por qRT-PCR una disminucion de la expresion de los miembros de la agrupacion miR302-367 en corazones
Nkx2.5¢:miR302-3671°x (Figura 8D). La agrupacion miR302-367 se encuentra en el intrén 8 del gen Larp7. Sin
embargo, la expresion de Larp7 no se vio afectada por la eliminacion genética del locus miR302-367. Los corazones
Nkx2.5¢:miR302-3671°fx  exhibieron paredes ventriculares mas delgadas y disminuyeron la proliferacion en
comparacion con los compaferos de camada de control (Figura 1, By C).

La disminucion de la expresion del gen de proliferacion del ciclo celular Ccnd1 (ciclina D1) fue consistente con la
disminucion de la proliferaciéon celular en corazones mutantes Nkx2.5%¢: miR302-3677¥x (Figura 1D). Ademas, los
corazones mutantes Nkx2.5°¢:miR302-367"fx mostraron una expresion disminuida de Gata4, Nkx2.5, Myh6 y Myh?7,
lo que indica defectos en la diferenciacion de los cardiomiocitos en E14.5 (Figura 1D). Sin embargo, no observamos un
cambio significativo en la muerte celular programada o la pérdida de viabilidad en mutantes Nkx2.5°¢:miR302-367ox/flox
(Figura 8F), lo que sugiere una compensacion por otros miARN o vias mas adelante en el desarrollo.

La sobreexpresion de miR302-367 promueve la proliferacion de cardiomiocitos en corazones embrionarios y
posnatales

Se generd una linea de raton condicional para realizar experimentos de ganancia de funcion miR302-367 in vivo (R26R-
miR302-36779"*) (Figura 9, A y B). Mediante activacién de este alelo con el uso de la linea Nkx2.5°® dio como resultado
una expresion de alto nivel de todos los miembros de la agrupacion miR302-367 (Figura 9C) y un marcado aumento en
la proliferacion de cardiomiocitos en E18.5 (Figura 2A). Los mutantes Nkx2.5¢:R26R-miR302-36779* murieron en P28.
En P20, los mutantes Nkx2.5¢:R26R-miR302-36779* exhibieron un agrandamiento cardiaco profundo, o cardiomegalia,
acompafado de una extensa proliferacion de cardiomiocitos (Figura 2B). Esto esta en contraste con los compafieros de
camada de control, que no exhibieron una proliferacién de cardiomiocitos notable en P20, de acuerdo con las
observaciones anteriores.

Se aislaron los cardiomiocitos de corazones P17 y se encontré que tenian un aumento significativo en el porcentaje de
cardiomiocitos mononucleados y binucleados y una disminucion en el porcentaje de cardiomiocitos multinucleados
(Figura 9D), lo que sugiere que la sobreexpresion de miR302-367 afecta tanto la actividad del ciclo celular como la
nucleacién de cardiomiocitos cuando se expresan desde el comienzo del desarrollo cardiaco. Aunque las relaciones de
peso cardiaco a la longitud de tibia fueron significativamente mayores para los mutantes Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779*
en P20 (Figura 9E), los cardiomiocitos en estos mutantes eran mas pequefios y exhibian una estructura sarcomérica
desorganizada en comparacion con los cardiomiocitos de control, lo que sugiere un aumento en el numero de
cardiomiocitos y un fenotipo menos maduro (Figura 3A y Figura 9F). Los corazones mutantes Nkx2.5°¢:R26R-miR302-
36779" tenian una funcién cardiaca deficiente con fraccion de eyeccion y acortamiento fraccional reducidos (Figura 9G).
La apoptosis de cardiomiocitos se incrementd en corazones Nkx2.5¢¢:R26R-miR302-36779* en P20 en comparacion
con los corazones Nkx2.5°¢ de la camada de control, pero esto puede deberse a los defectos generales en la
maduracion de los cardiomiocitos, lo que condujo a una funcion e insuficiencia cardiacas comprometidas (Figura 9H).

Para comprender mejor los efectos que la sobreexpresion de miR302-367 tiene en el transcriptoma de los
cardiomiocitos, se realizé un andlisis de microarreglos en los ventriculos de corazones Nkx2.5%¢: R26R-miR302-36779'*
mutantes P14 y de control. El analisis de ontologia génica revelé que los genes con modulacion mas diferencial en
corazones Nkx2.5%¢:R26R-miR302-36779"* pertenecian a vias involucradas en el control de la proliferacion celular y la
regulaciéon negativa de la diferenciacion celular (Figura 3B). gqRT-PCR confirmé el aumento de la expresion de una
variedad de genes asociados a la proliferacion celular, que incluyen Brca2, RacGap1, Nusap1, Myh10y Cks2, en
comparacion con corazones Nkx2.5¢ (Figura 3C), ademas de una mayor expresion de Bcl2, que es un represor de la
apoptosis, y varios marcadores asociados con la regulacién negativa de la diferenciacién de cardiomiocitos, que
incluyen Myh7, c-Kit, y Nppa (Figura 3, D y E). La expresién de Myh6 no se vio afectada por la sobreexpresion de
miR302-367 (Figura 3E). La sobreexpresion de miR302-367 en cardiomiocitos en desarrollo condujo a un fenotipo
desdiferenciado inmaduro altamente proliferativo en los cardiomiocitos.

Por el contrario, la sobreexpresion de miR302-367 resultd en una baja regulacién de la muerte celular programada
(Figura 3D). También se observé que la sobreexpresion de miR302-367 da como resultado una baja regulacion de los
genes del metabolismo de los acidos grasos, que incluyen PparA, PparD, y Acox1, lo que sugiere la disfuncion de los
cardiomiocitos (Figura 3F). Juntos, estos datos demuestran un aumento de la proliferacion e inhibiciéon de la maduracion
de los cardiomiocitos en mutantes Nkx2.5°¢:R26R:miR302-36779*, lo que indica que la sobreexpresion persistente de
miR302-367 conduce a un fenotipo de cardiomiocitos desdiferenciados y una funcién cardiaca comprometida.
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miR302-367 inhibe la via de Hippo para la estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos

Para identificar aun mas los genes diana miR302-367, se realizd una secuenciacion de alto rendimiento de ARN aislado
mediante inmunoprecipitacion con entrecruzamiento (HITS-CLIP) con complejos argonauta-2/miARN:mARN. Se usaron
células ES de ratéon dado el alto nivel de expresion de miR302-367 en estas células. Mediante el uso de un limite
estricto de 100 lecturas por millén (RPM), se detectaron 51 miARN que incluyen los miembros de miR302-367 (Tabla 1).
Las diana de ARNm identificados a partir de HITS-CLIP se compararon con todas las predicciones posibles de las
relaciones de seleccion de miARN/ARNm obtenidas de miRanda. El conjunto de superposicion contenia 48 genes,
muchos de los cuales estaban asociados con la regulacién del ciclo celular y la apoptosis (Figura 10A y Tabla 2).

En los datos de HITS-CLIP, miR-302 se dirigié a secuencias en la regién no traducida 3' (3'UTR) de Mst1 (Stk4), un
componente central de la cascada de quinasa de sefializacion de Hippo (Tabla 3). Ademas, miRanda predijo que Lats2
y Mob1b, quinasas esenciales en la via de Hippo, eran dianas potenciales de miR302. La via de transduccién de
sefiales de Hippo regula el tamafio de los 6rganos vy la proliferacion celular, y la pérdida de las quinasas Mst1/2 y Lats
en el corazén del raton en desarrollo provoca una mayor proliferacion en los cardiomiocitos. Por lo tanto, se planted la
hipotesis de que miR302-367 regula la proliferacion de cardiomiocitos a través de la inhibicion de la sefalizacion de
Hippo.

Para verificar los cambios en la expresion de los componentes de Hippo mediados por la pérdida y ganancia de la
funcion de miR302-367, se realizaron qRT-PCR vy transferencias Western en corazones Nkx2.5¢:miR302-367ox/flox y
Nkx2.5°¢:R26RmiR302-36779"*. Estos datos revelaron que la sobreexpresion de miR302-367 condujo a una disminucién
de la expresion de Mst1, Lats2, y Mob1b, mientras que la pérdida de la expresion de miR302-367 condujo a una mayor
expresion de estos genes (Figura 4A y Figura 10, B y C). La expresion de miR302-367 condujo ademas a una
disminucion de la actividad de los reporteros luciferasa para las 3'UTR de Mst1, Lats2, y Mob1b, y la mutacion de los
sitios de unién de miR302-367 invalido esta represion (Figura 4B y Figura 10D). Estos hallazgos sugieren que miR302-
367 inhibe la actividad de la via de Hippo a través de la represion de las quinasas Mst1, Lats2, y Mob1b.

Si, la proteina activada (Yap) es el efector transcripcional corriente abajo de la sefalizacion de Hippo. La Yap fosforilada
(fosfo-Yap) normalmente reside en el citoplasma y es transcripcionalmente inactiva. Tras la pérdida de la sefializacion
de Hippo, Yap se transloca al nucleo donde se une a los miembros de la familia del factor de transcripcion TEAD y
activa la expresion génica, que incluye las vias que promueven la proliferacion y la supervivencia. La sobreexpresion de
una forma transcripcionalmente activa de Yap (YapS127A) en el corazén del ratén promueve la proliferacion de
cardiomiocitos y la regeneracion cardiaca. Para determinar si la sobreexpresion de miR302-367 afecto la fosforilacion y
la actividad de Yap, se examino la expresion de Yap y fosfo-Yap en corazones Nkx2.5¢:R26R-miR302-36779*. Los
cardiomiocitos de corazones de control en E18.5 exhibieron localizacion citoplasmatica difusa de fosfo-Yap (Figura 4C).
Los corazones Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779* mostraron una expresion reducida de fosfo-Yap. Por el contrario, la
inmunotincion para Yap total revelé un aumento en Yap nuclear en corazones Nkx2.5°¢:R26R-miR302-36779* (Figura
4C). La pérdida de la expresion de miR302-367 condujo ademas a una mejor fosforilacion de Yap, pero disminuyo la
expresion de Yap nuclear, en el miocardio en desarrollo de corazones Nkx2.5°¢:miR302-36771°¥x en E10.5 (Figura
10E).

Para investigar si la regulacién de miR302-367 de la sefializacién de Hippo fue responsable, al menos en parte, del
aumento de la proliferacion observada en los cardiomiocitos de corazones Nkx2.5¢¢:R26R-miR302-36779", se inhibio la
expresion de Yap mediante el uso de ARN horquillado corto (ARNhc) en presencia de expresion de miR302-367 en
cardiomiocitos neonatales aislados de ratén. La sobreexpresion lentiviral de miR302-367 dio como resultado un
aumento de la proliferacion de cardiomiocitos neonatales (Figura 4D). La inhibicion de Yap mediada por ARNhc dio
como resultado una disminucion de la proliferacién causada por la sobreexpresion de miR302-367 (Figura 4D y Figura
10F).

Ademas se examinaron los efectos de los miembros individuales de la familia miR-302 sobre la proliferacion de
cardiomiocitos. El tratamiento de los cardiomiocitos neonatales de ratén con un mimético de miR302b condujo a un
mayor numero de cardiomiocitos Ki67*/troponina T cardiaca (cTnT)*, mientras que los miméticos de miR302c no
indujeron un aumento significativo similar en la proliferacion (Figura 3G). El uso de miméticos de miR302b y miR302c
condujo a un aumento aditivo en la proliferacion de cardiomiocitos, mayor que con cualquiera de los miméticos solos
(Figura 10G). Juntos, estos datos demuestran que miR302-367 se dirige a multiples componentes de la via de
transduccién de sefales Hippo para la estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos, como se ilustra en el esquema
de la Figura 4E.

miR302-367 promueve la regeneracion cardiaca en adultos después de un infarto del miocardio a través de una
proliferacion de cardiomiocitos aumentada

Después se examind si la sobreexpresion condicional de miR302-367 en el corazén adulto podria reactivar la
proliferacién de cardiomiocitos. Se generaron animales Myhgmereemer: R26R-miR302-36779* para sobreexpresar
especificamente miR302-367 en cardiomiocitos en el corazén adulto. qRT-PCR confirmé la expresion de alto nivel de
todos los miembros de la agrupacion miR302-367 después de la administracion de tamoxifeno (Figura 11A y Tabla 4).
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Ocho dias después del inicio del tratamiento con tamoxifeno, los cardiomiocitos en corazones Myhgmereremer: R26R-
miR302-36779"* volvieron a entrar en el ciclo celular (Figura 5, A y B). El nimero de cardiomiocitos sometidos a mitosis
(PH3*) y citocinesis (quinasa Aurora B*) también se incrementd en corazones Myh6mecemerR26R-miR302-36779*
(Figura 5, C y D), en paralelo a una reduccion de la apoptosis (Figura 11B).

La relacion entre el peso del corazon a la longitud de la tibia aumentd en animales Myhgmereremer: R26R-miR302-36779* 2
semanas después del inicio de la sobreexpresion de miR302-367 (Figura 11C). El ndmero total de cardiomiocitos, asi
como también el porcentaje de cardiomiocitos mononucleados aumentd después de 2 semanas (Figura 5, E y F). El
tamafio de los cardiomiocitos en el corazén MyhemecremerR26R-miR302-3677* fue ademas mas pequefio en
comparacion con los cardiomiocitos de control (Figura 5G). La expresion de genes asociados con la proliferacion celular,
que incluyen Cks2 y Ccnd1, aumentd en corazones Myhemeereme:R26R-miR302-36779* (Figura 11D). En contraste, la
expresion de genes asociados con componentes de sefalizacion de Hippo y muerte celular programada disminuyd en
mutantes Myhgmerereme: R26R-rniR302-36779* (Figura 11D). Por lo tanto, la sobreexpresion de miR302-367 en el corazon
adulto resulté en la reactivacion del ciclo celular de cardiomiocitos.

Para determinar si la expresion ectépica de miR302-367 puede promover la regeneracion cardiaca en ratones adultos,
se realizo induccion de infarto de miocardio (M) por ligadura de LAD en ratones Myhgmeceme:R26RmiR302-36779* y
Myhgmereremer de control (Figura 6A). Tres semanas después de la lesidn, los corazones Myhgmereemer exhibieron
cicatrices fibroticas extensas y pérdida de tejido miocardico, mientras que los corazones Myhgmereremer: R26R-miR302-
36779"* habian reducido significativamente las cicatrices fibroticas con un aumento en el tejido miocardico (Figura 6, By
C). La inmunotincién mostré una expresion reducida de fosfo-Yap, pero una expresion mejorada de Yap nuclear, en
corazones MyhgmereremerR26R-miR302-36779* comparados con corazones Myh6™meeemer (Figura 12A). Ademas, el
numero de cardiomiocitos PH3* fueron significativamente mayores en corazones Myhgmecreme:R26R-miR302-36779*
que en controles Myhgmereremer 3 semanas después de la lesion (Figura 6D). Estos datos indican que la expresion de
miR302-367 en el corazédn adulto puede promover la proliferacién de cardiomiocitos, lo que contribuye a reducir la
cicatrizacion fibrética posterior a la lesion.

A pesar de estos hallazgos desconcertantes, los corazones Myhgmeeeme:R26R-miR302-36779* exhibieron dilatacion
ventricular y una reduccion en el acortamiento fraccional y la fraccion de eyeccion 3 semanas después de la lesion
(Figura 6E). Se supuso que la proliferacion sostenida de cardiomiocitos en el corazén adulto era causada por una
sobreexpresion prolongada de miR302-367 que afectaba la funcién cardiaca, posiblemente por induccién de un fenotipo
desdiferenciado y altamente proliferativo persistente. La expresion de genes asociados con la proliferacion vy
diferenciacion de cardiomiocitos se examino a los dias 10 y 21 después de la sobreexpresion de miR302-367. Hubo una
persistente regulacion por aumento de Cks2, un marcador para la proliferacién celular, en ambos puntos de tiempo en
corazones MyhemereremerR26R-miR302-36779* (Figura 12B). En contraste, observamos la regulacion persistente por
disminucion en la relacion de Myh6 (cadena pesada de a-miosina) a Myh7 (cadena pesada de b-miosina), un marcador
para la activacion del gen fetal en los corazones de roedores que se asocia con disfuncion y falla cardiaca, en
corazones MyhemereremerR26R-miR302-36779"* (Figura 12B).

Para determinar si el linaje miocardico habia sufrido una desdiferenciacion y un desmontaje sarcomérico por
sobreexpresion de miR302-367, rastreamos el linaje de la linea MyhgmereremerR26R-miR302-3679* y y se observd
sarcomeros desorganizados y expresion de gen sarcomérico reducida en las células positivas de linaje miocardico Myh6
(Figura 12C). Juntos, estos hallazgos demuestran que la expresion persistente de miR302-367 en el corazon adulto
reactiva el ciclo celular de los cardiomiocitos y aumenta la regeneracion de los cardiomiocitos. Sin embargo, un estimulo
tan persistente conduce a la induccién de un fenotipo desdiferenciado y una disfuncién de todo el 6rgano que conduce a
insuficiencia cardiaca.

La terapia transitoria con mimético de miR302 promueve la regeneracion cardiaca y mejora la funcion después
de la lesion.

Para examinar si la expresion transitoria de miR302-367 podria superar los efectos adversos de la expresion persistente
en el corazon, los ratones adultos se trataron con miméticos de miARN miR302-367. Se evalud si la inyeccion en la
vena de la cola de miméticos de miR302b/c/367 condujo a la acumulacion de estos miARN en el corazén. Los niveles
de miméticos de miR302b/c/367 alcanzaron su punto maximo entre 4 y 8 horas después de la inyeccion y volvieron a la
linea base 24 horas después de la inyeccion (Figura 13A). Se observd una expresion transitoria similar de
miR302b/c/367 en otros 6rganos, que incluye el pulmoén (Figura 14A). Para experimentos posteriores, solo se usaron
miméticos de miR302b/c, porque estos miARN se dirigen a los componentes de sefializacion de Hippo aqui (Figura 10G
y Tabla 3) y en un estudio previo.

Los miméticos de miR302b/c o un mimético de control negativo se administraron diariamente durante 7 dias mediante
inyecciones en la vena de la cola. La expresion de genes dirigidos a miR302 relacionados con la via de Hippo, que
incluyen Mst1, Lats2 y Mob1b, disminuyeron en los corazones de los ratones tratados con miméticos de miR302b/c
(Figura 13B). La expresion de genes asociados con la diferenciacion y proliferacion de cardiomiocitos se examiné en un
punto de tiempo temprano (dia 8) y en un punto de tiempo tardio (dia 21) después del tratamiento con miméticos. La
expresion del gen Ccnd1 asociado a la proliferacion aumenté en el dia 8, pero volvio a los niveles basales en el dia 21
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(Figura 13C). La expresion de Nppa vy la relacion de Myh6 con la la expresion de Myh7 también se alter6 el dia 8, pero
volvio a los niveles normales el dia 21 (Figura 13C).

A continuacion, los ratones adultos se trataron con mimético de miR302b/c o un mimético de miARN de control negativo,
mediante el uso de inyecciones diarias en la vena de la cola que comenzaron el dia 1 después del Ml y continuaron
diariamente durante 7 dias. La expresion de los componentes de sefalizacion de Hippo Mst1 y Mob1b disminuyd
significativamente en corazones tratados con mimético de miR302b/c después de un Ml en comparacion con los
controles (Figura 13D). Cuarenta y ocho horas después del tratamiento final, se observd un aumento de la proliferacion
de cardiomiocitos y una disminucion de la apoptosis en los corazones de ratones tratados con mimético de miR302b/c
(Figura 13E). En el dia final del tratamiento (dia 8 después del MI), hubo un aumento significativo en la expresion de
genes asociados con la proliferacion celular (Ccnd1), antiapoptosis (Bcl2) y el programa de genes fetales (Nppa, Myh7)
en corazones tratados con mimético de miR302b/c; sin embargo, la expresion volvio a los niveles basales 4 semanas
después de la cirugia (Figura 13F). Esta relacion de expresion de Myh6 con Myh7, que disminuy6 a los 8 dias, aumenté
a las 4 semanas (Figura 13F), lo que sugiere una desdiferenciacion transitoria de los cardiomiocitos en los corazones
tratados con miR302b/c.

El andlisis de los corazones tratados con miR302b/c 50 dias después de la lesiébn mostré que tenian ademas
significativamente menos cicatrices fibroticas que los corazones tratados con mimético de control (Figura 7, A a C). La
evaluacion funcional de los animales tratados con mimético de miR302b/c mostré que exhibieron un acortamiento
fraccional y una fraccidon de eyeccion después de la lesion significativamente mayores en comparacion con los animales
tratados con mimético de control, pero no alcanzaron la fraccion de eyeccion y el acortamiento fraccional de los
animales simulados (Figura 7D). Los ratones tratados con mimético de miR302b/c mostraron una remodelacion cardiaca
reducida, medida por el volumen diastdlico final y las mediciones de volumen sistdlico final (Figura 7E). Ademas, los
miméticos de miR302b/c aumentaron la densidad de nuevos vasos sanguineos en la zona del alrededor del infarto pero
no afectaron la proliferacion de células vasculares (Figura 13, G a |). No se observaron anomalias en otros 6rganos, que
incluyn pulmon, higado e intestino, en ratones tratados con miméticos de miR302b/c a 50 dias después del MI (6
semanas después del tratamiento final), lo que sugiere que no hay efectos adversos (Figura 14B). Juntos, estos datos
indican que la expresion transitoria de los miméticos de miR302 dio como resultado una mejor reparacion y
regeneracion cardiaca después del ML.
TABLA 1: DATOS DE HITS-CLIPS

ID de Secuencia |Puntuacion
mmu-miR-293 465744
mmu-miR-294 124328.5
mmu-miR-2134-3 119289
mmu-miR-19b-2 51813
mmu-miR-19b-1 51813
mmu-miR-19a 45137.99
mmu-miR-27a 39680.33
mmu-miR-92a-1 38676.06
mmu-miR-291a-3p 30613.46
mmu-miR-30e 24779
mmu-miR-25 22700.27
mmu-miR-18b 20369.99
mmu-miR-106a 18738.99
mmu-miR-669f-5p 18383.15
mmu-miR-2132 15172
mmu-miR-302b 12211.98
mmu-miR-292-3p 11321
mmu-miR-2144 9943
mmu-miR-669c-3p 9460
mmu-miR-23b 9357.999
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(Continuacion)

ID de Secuencia Puntuacién
mmu-miR-714 8907
mmu-miR-2133-2-3p| 8877.997
mmu-miR-543 8845
mmu-miR-363 8686
mmu-miR-433 8470
mmu-miR-425 8345
mmu-miR-154 8100
mmu-miR-191 8069
mmu-miR-1944-5p 7115
mmu-miR-302a 6828.022
mmu-miR-429 6541
mmu-miR-467a 6458
mmu-miR-467d 6458
mmu-miR-466i-5p 5741.412
mmu-miR-149 5438
mmu-miR-96 5031
mmu-miR-698-5p 4990
mmu-miR-467d 4966.998
mmu-miR-335-3p 4945
mmu-miR-20a 4870.999
mmu-miR-484 4683
mmu-miR-295 4121
mmu-miR-2143-1 4059.5
mmu-miR-2134-4 2738
mmu-miR-2134-2 2738
mmu-miR-466k 956
mmu-miR-2143-3 675.75
mmu-miR-2143-2 675.75
mmu-miR-210 565
mmu-miR-615-5p 235.9958
mmu-miR-714-3p 105.6667
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TABLA 2: GENES SUPERPUESTOS ENTRE DIANAS PREVISTAS DE MIR302 Y HITS-CLIP.

ACCESO DE Nombre Especies
GENBANK P
NM_175550 complejo proteico relacionado con el adaptador AP-4, épsilon 1 Mus
musculus
NM_173755 enzima E20 de conjugacion de ubiquitina Mus
musculus
. L . . - Mus
NM_008489 proteina de union a lipopolisacaridos
musculus
gen previsto 5446; similar a la proteina de interaccion con FUS (rica en Mus
NM_010178 serina-arginina) 1; proteina que interactua con FUS (rica en serina-arginina)
musculus
. . . Mus
NM_001079883 Leucemia de células B/linfoma 11B
musculus
. . Mus
NM_026205 proteina 151 de dedo tipo RING
musculus
. . . Mus
NM_183417 quinasa 2 dependiente de ciclina
musculus
s . Mus
NM_134163 muscleblind tipo 3 (Drosophila)
musculus
NM_009212 proteina 2 de uniéon de mu a inmunoglobulina Mus
musculus
_ . . . Mus
NM_144812 repeticion de trinucledtidos que contiene 6b
musculus
- . Mus
NM_144810 dominio kelch que contiene 8A
musculus
L . Mus
NM_023755 factor de transcripcion CP2 tipo 1
musculus
NM_012042 culina 1 Mus
musculus
NM_011717 motivos de dedos de zinc ampliamente espaciados Mus
musculus
. . . . Mus
NM_008379 carioferina (importina) beta 1
musculus
NM_008997 RAB11B, miembro de la familia del oncogén RAS Mus
musculus
P . Mus
NM_011212 proteina tirosina fosfatasa, receptor tipo, E
musculus
NM_027514 receptor de poliovirus Mus
musculus
- . . Mus
NM_026186 dominio en espiral que contiene 49
musculus
NM_011390 familia 12 del vehiculo del soluto, miembro 7 Mus
musculus
NM_198022 repeticion de trinucledtidos que contiene 6C Mus
musculus
o . - Mus
NM_001081176 polipéptido G polimerasa (ARN) Il (dirigido por ADN) musculus
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(Continuacion)

ACCESO DE Nombre Especies
GENBANK P
. . Mus
NM_001039059 kelch tipo 15 (Drosophila)
musculus
NM_133715 Proteina 27 activadora de Rho GTPasa; Dominio SH3 que contiene 20 Mus
musculus
NM_026145 dominio de tetramerizacién del canal de potasio que contiene 10 Mus
musculus
. . Mus
NM_001031772 lin-28 homologo B (C. elegans)
musculus
NM_172516 proteina quinasa doble serina/treonina y tirosina Mus
musculus
NM_054097 fosfatidilinositol-5-fosfato 4-quinasa, tipo 1, gamma Mus
musculus
. . Mus
NM_021559 proteina 191 de dedo de zinc
musculus
NM_009723 ATPasa 2, que transporta Ca++, de membrana plasmatica Mus
musculus
. - Mus
NM_019535 GRB32 tipo 2 con dominio SH3
musculus
NM_009274 quinasa 2 especifica de proteina rica en serina/arginina Mus
musculus
NM_001111099 inhibidor 1A de quinasa dependiente de ciclina (P21) Mus
musculus
NM_177239 similar a la proteina mKIAA1915; dominios 1 de SWIRM y MPN, similares a Mus
myb musculus
. e Mus
NM_207682 miembro 1B de la familia kinesina
musculus
. . Mus
NM_001012330 proteina 238 de dedo de zinc
musculus
NM_007798 catepsina B Mus
musculus
NM_001013380 dineina citoplasmatica 1 cadena ligera 2 intermedia Mus
musculus
. Mus
NM_007520 homologia 1 de CNC y BTB
musculus
. . . Mus
NM_021420 quinasa 4 de serina/treonina
musculus
NM_133352 miembro 3 de la superfamilia 9 transmembrana Mus
musculus
NM_007610 caspasa 2 Mus
musculus

20




ES 2769 030 T3

(Continuacion)

ACCESO DE Nombre Especies
GENBANK P
NM_001081196 ribonucleoproteina U nuclear heterogénea tipo 2 mul\élgjlus
NM_011358 factor de empalme 2, rico en arginina/serina (SC-35) mul\g(L:jjlus
NM_010880 nucleolina mu'\géﬁus
. . Mus
NM_013876 proteina 11 de dedo tipo RING musculus
NM_010700 receptor de lipoproteinas de baja densidad mul\élgjlus
NM_031408 proteina 1 de GYF que interactia con GRB10 Mus
musculus
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TABLA 3: DIANAS DE MIR302 IDENTIFICADAS A PARTIR DE HITS CLIP.

iR - 3020 AGCACTT [ mif-2023-AGCACTT

Fusipi {Nhe 010178 Fusip MMt 10178
Zipads NN D03110308 [Tpddt MM 001110309
Cased M 199038 Cascd MM 159038
Zipd26 NM 146221 2fpd26 NM_146221
Tnrehe (MM 198022 Tarche HM 198022
Bachi Wi G750 {Bachi M DTS20
Wit NR 011717 it MM 011717
Lbp (NS O0B4SD Lbp N (88489
Snud WM 172277 S MM 172277
Cascd {NbE 177054 Caschd Mhd 177054
Rbbp? M 008031 Rbbp? Nivi EB031
Ube 2t N DO9458 {Ube2h NM 009458
463243411 1Rik i O0I0R80995  |463243417 1Rk NM_001080995
Bellih NM_ 001079883 |Ballb NM_001079883
Glrxd Nig_ 023140 {Glrx3 Mh 3140
e MEd 312438 Wiz MM 212438
LOCE041128 XM 801475846 JLOCICON41128 Xba DOIA7584E
Ketd10 Wi 026145 Ketd10 N 026145
Beiiih [NMt 021399 Beiilb Wi 021389
RabXia iNK (24436 Babdla MG OFad16
hibni3 Niht 134153 {hbni3 MM 134163
Tnrohb i 144812 Tarckl MM 144812
Eif2sl MM 026114 £if2s51 NM_ 026114
Lpcatd {Nne 145130 Lpcat3 MM 145130
Pur INRA 027514 Pur Wi 027514
Thexi INne G26067 Thexl MhE GH067
Pormill NM 148932 Pomili N 148912
Kihii5 Nbt 153165 Kihil% N 153165
Arhgap? {NRE 133715 Arhgapd 7 M 333715
Swap it DEGE05 Svop hhE G805
Lmani ht 027400 Lmani MM 027400
Dennd 2d NM 028110 Denndid MM 028110
Zhtbd {NM 029348 Zbtba Mh 029348
Glgyfl Innt 031408 Gigyil Nt 031408
pifapia b 026220 bifapia NhE 2620
Rnf151 N (26205 {Rafi5e MM DRG205
Codedd iNM 026186 Cededt N 026186
Pipdkic Nid 054097 {Piptk e MM 054057
Tmdsfl Nht 133352 TmB:i3 N §33352
CdBL iNM 123655 Cag1 MM 133655
Papdl N 026157 Fapdi Mh4_D26157
KihdcBa Ni_144810 %lhdcBa N 144810
Belafl Mt 153787 Biclafl Mt 153787
Ripks NRt 32516 . {RigkS MM 3T2516
Dsp A BEEIS0 0sp XMt OGS0
LOCE? 1060 XM _B0100021%  JLOCETT060 KA GOI00021%

22




ES 2769 030 T3

LOCI00045782 XM 001475154 [LOCID0045TR2 ¥hA 001475154
LOC100046594 XM_001477687  |LOCI100046594 Xit_001477687
LOCI OS2 306 i OORATE003  JLOCI00042 306 Xt 0O014TE003
LOCI0o04TE41 34 0014791495  JLOCICOOATISY XM DO14T9195
LOCIO00E7841 A DONATIIRG LOCIE04T 241 A QOLAFELIAS
LOCIDOMHSNTS A GOI4TI6EE  JLOCIOORGENVE ¥hd 001d7eas3
LOCIDO04BOT6 XM 001479685  |LOCIDO04B0TE X 001479685
LOCI0R04E550 XM 001480897 LOCI00048559 Xh CO14B0RGT7
Dap whA QOIABEITY Dsp B 001583272
BLOSIOTE w4 14407 {BLOST07E EM 1444807
Fhwod Bihd 212433 {Fhxod b 212433
Kifib Mii_207682 Killb N 2T68E
5frsl MM 173374 Sfral NM_173374
Ubelo Mid 173755 Ube 2o NM 173755
Apdel ihiht 175550 Aptel PN 1T5ESE
Trechl Bht 177134 Trercidy BN 177124
Mysm1 M 177239 dysml NM_ 177235
fbysml MM 177239 BAysm 1 NM_ 177239
Pik3ipl MM 17E149 Pikip] NM_178149
Elmod2 tkt 178736 {EEmed2 PN 178736
Happdla Bibd 1TETES iHIsﬂpﬁE& ENR 178795
k2 Fhi 1B3417 Cdk2 WA IR3ALT
Prosapipl MM 197945 Prosapipl MM 197945
Lercd? pbd 201226 Lrrcdd N _I01L226
Dsp AA 6213514 (D XM 621314
Ip238 Pl GOI0I2330 2Ep2a8 PR OO0 EE30
Popldd frehg DOI0B5S0H Ppplrdd W O0I0BSS0L
Poplrid Mt 001085501  |Ppplr3d NM_ 001085501
Dennd2d MM 001093754  |Denndld NM_ 001093754
Ceyl it DO1173386  [Coyl ENM 001123386
Lard PRhE (07592 {Cark M DOTSEE
Caspl bt DOT610 Casp2 N 00F610
Ctsh Wi 007798 Cish N 007798
Kpnbl NM, 008379 Kpnbl NM_008379
Myen Mbd (08709 {hycn ENM 008703
Nirk2 tibd DOBTAS G ENM_D0R745
Prhpl iNp DOBYSE Pilpl HM 008956
Prbpl KN OOB956 Pthpl M 008955
Prafr M 001081211 Ptair N 001081211
Hnrnpai? MM 001081196  [Hnropul? PN 001081196
Polrig inhd DOI0B1176  Poldg MM ODIOEI1T6
Dynciiid indt 0OI013380 {Dynclii2 MM 001013380
Belafl Hiht (01025392 Bclafl ENdA QOT02%53552
Belafl MM 001025393  |Bclafl NM_ 001025293
Mexda M 001029830  [Mex3a INM 001029890
Lin28h inAa 001031772 fLindgl NM_O0I03LTT2
Gmd 1 thint 001035340 {Gmdid M OGI053349
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Atplhb2 MM 001036684  [Atp2bl NM_001036684
KEh|15 MM_001039059  |KIhi1S NM_001039059
Khll3 mb_DO10390R0 IKIW1S M 001038060
Prhpl pbt 0O1077363  |Pthpl ENM 001077363
Ptbpl MM 001077363 [Pthpl Wh_O0L077363
sl MM 001078167 |Sfrsl NM_001078167
Rabllb PE 008997 Rablib 0085497
ahmbpd Rkt [OD212 ighmbp2 iNM 009217
Sepkl [hitve (00274 Srpk? N 0092714
Rafll M 013376 Anfil NM 013876
Zip23g MM 013915 2fp238 PNM 013915
Abcel Rt 015751 Aored M 01575
Cdk2 N_016756 Cdk2 NM_016756
Shigl? MAd_019535 shigl2 Nh_019535
Cdgap IMnt 020260 |Cdgap NM (20260
Stk Mid 021420 Stkd WM 021420
Sthd MM_021420 Stkd NM_021420
Tip191 MM 021559 2ip19] MM 021552
{hoapl thikd (122323 Moapi N 022323
Tefep2it M 023755 Tefepdil MM _023755
Dsp MM (23842 Dsp NM 023542
Agah fhidt (12054 hoah 012054
Ll {hikd 12042 Cufl W 033042
Sept3 M 011889 Septd N 011883
Atp2b2 MM 009723 Atp2b2 NM_009723
Lyl fhind GODEEL Cyf NM_ 003883
Cdd7 Hb (10581 Cda7 WM_010581
Ll Mh_010700 idir NM_010700
Ml MAL_010880 hict NW_D10880
Neurod] Bkt (10894 Newrodl M 010854
P frivE_ 011040 Paxg Nii_031 1040
Plma MM 011099 Phm2 NM_011099
Pipre MM Q11212 {Prpre EMME 011212
Sfrsd Bint 011358 Sfr s ENM_ 011358
SiclZa? fring (11390 Slelda? N 011350
Slc12a? MR 011390  1Slc12a7 {Nw_011380
Lybs Mt DASTET tCybs HM 025797
Cdknla Wb 001111098  {Cdknia i 001111088
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TABLA 4: ANALISIS DE QRT-PCR DE miARN EN CORAZON DE RATON.

Valor de CI por anallsm de Q PCR
Genctipo de ratdn e ID miR-302a imiR-302¢ [miR-202% 367
MyhE-MerCreMer. i Qas] 34 3
§i 34 3 515
Myh-MerCrabder-2 #3841 3592&‘3 3556&1‘§o 34 951195; 34 AT622] B4 G22016] 10.500122
FR.207T20 ALVRADTL 34 DOTR4! 34 10THER| 35228227 1071003
NiyhB-berTiabder3 (#8314} 34 501678: 38.27904 ] 34772088 34 370388 34 951388] 18,705404
35513076 36.722643] 24 890955 34418424} 35.5400481 18 968477
fvhie-MerCrebder: R2ER-miK3U2-367 Ty-1 (#2025 1 18.4908802: 20837721 15.004967 1 17 8001041 18342081 19.420468
T8511406: 21 020259 18 0840821 17 000568 10 141062] 19 318007
ivhE-MarCrebder: BR8R-miR302-367 Ty-2 (#2138 18 E8115281 20.6423007] 15 0892041 17.950405] 17.973253] 19.008368
1843006 20, 782E7 4] 18. 2814781 16.022874] 18 015085] 192 148418
WbyhB-herCraber, RIBR-miRH0I-367 To-3 (HEG678) | 17.048872: 16 8G8573] 17.571858] 17.44063] 17 74843] 19 (68368
TR VEYETE]  1R.0618]  17.31517 17 AC4E2E] 17 786478] 12148418
MiyhE-berCredder, R25H-miR302-387 Tg-4 (#6360} 18813557 JOS4T7285] 18047836 17,2631 32) 18.2:34685] 19181 dﬂb
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 18 8515511 70 A20867] 16 120208] 17 316065] 18 A0074A] 19 277533]

TABLA 5: CEBADORES PARA GENOTIPIFICACION. QRT-PCR,
REPORTERO LUCIFERASA

Y ANALISIS DE

Genuﬁpi’ln‘e‘mkin de cebadores
Alelos de raton Directo Inverso
A T Phaed GR0Ie | HARL AL GG e Lkt AR AT ek CACT T IAGLAN GRTCATGGACT
RGNS AAAGTLGCTUTBAGTIGTIAT TOLOTATTUROR T IALTATG o
T Sl Rl LT GAALAIALL TGhR ATTCICOCADTOTCAGTIALS
Ayhinblarlrehiny GO TOTGAGRATADCTGHA AT LT ORUALTGTOAGTALG
{Cebadares de O-PCR
Mombre del gen Directo Irverso
ey f&ﬁ%?ﬁmﬁtmm&ﬁﬁ? CAATOAGAATCTRGTICTEAADET
NRaE A IGACCCAGGCAAGATCTT COATLUATLITCGOOTTIGT
Tatad CEGGROTCTEATC IO ARTATE TICAGAGEAGACAGCACYRGAT
LI AT I TOL T TR0 DAL AL G ACASACECACRACEGTOTEN
AT TACCTCATROOROTGRACTE GLGT G0 aalG TACTROTT
Eobin TG GATLCAGE T T UAGGEAGGAA STGRUAADTOTOGTCTRICAA
Lt AAGCETCCTRCTICEIGICYINY AL TG TCATGTGAAMGAGGCOCAR
it RGBT A AR AT TIO0 10 TIO T I  C GUOARALLTEARRGE
Heid GTCOATGACTOAGTACOTORAD EACACAGCUCAGTAGAASTC AN
Hroad ATTTGARDGBULCAGEAY GEGGTEEIAA ACCTRGAGTAAAG
: CAGATLUAGTGACANIGTILCA TOCACCATOATGAAG TGATTCS
benagand L AT A A AL TR A LA T LT T TLAT ] O A
HyhiG GERATTCOATRGETARRAATAR ARGGT G GO TILTE i
Py CAGAG T D ABGATGHGT TCATIAD TCECAGLTOCAS T TCATTT
Caokd GCIGAACATCHAGCTGACTT CAMGGAGLETCT TGATGACTTE
Sik1in AATETOCATEAGEYCTAEARR TGN TRACTE AL TARATAS
o i TATI G AT AT AR Lo ] 3 L TCC CAGADGARAATECCATAG
Hpoo SURGTAGEAT TRACAGGAITEG GUTCOTIGGLIGTIAICTICRG
Prarh ) AGCERCACTGCRIAGTITETC TCTHOCRCATAC AT AAGEY "
Faarty ATOTCTOTOINTONOTECGE CTOTCGOTOTTICAIGACTS
Rt GRARTATGLUCAGE TEAAGT CAGACTETOAGC TECACTICE N
Pk FRARTARCEVYCACETAE S CASECACEATE ?amﬁ:? ta
Latpd E1Ra
iLarn? BEi3 TOTOARABGTOAAGADTARGT T{‘?‘?C’&#‘AGC&GT{‘T{‘M(‘
jatpd BELID AT TCAGARTEL IO TLLAREAL s LIRS AL TEALAMTL TTLAL s
[ AETH TEUALTAGTARTTGT T EAG BOCArBGACT GYBGTOAT GAG
Informacion de clonacion del ensayo de reporiero luciferasa
Mombre Secuencia del cebador
Latir Khat fad oo L s PRS0 A
L ates Bondl rey soaatiec TTEAGATTEGUCTOCCOAMS
Mat Xhol bag sonateans CAAUALCABCOUAGE
At Hamil ooy citagans DUTAGRAGLUATTIATCAIG
Rl MG Il tigchaap ABGTITTOORBLITARTTO0 @
Habib BegRirev a%mﬁ: GEAGTCAGRATGC Y TOAADTEE

Aunque se han propuesto varias terapias celulares para la regeneracion cardiaca o el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca, varios ensayos clinicos han indicado una eficacia limitada para tales estrategias. Un enfoque alternativo es
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promover la proliferacion de cardiomiocitos enddgenos para regenerar y reparar el corazon, tanto después de una lesion
como en estados de enfermedad crénica. Aunque estudios previos han detectado un nivel muy bajo de proliferacion de
cardiomiocitos posnatales en el corazén de ratones y seres humanos, es insuficiente para la estimulacion de la
reparacion y regeneracion cardiaca después de la lesion en mamiferos. Las vias que pueden aprovecharse para la
estimulacion de la proliferacion de cardiomiocitos son dianas ideales para nuevos enfoques terapéuticos para la
regeneracion cardiaca en seres humanos. Los miARN han surgido como importantes reguladores y posibles dianas
terapéuticas en las enfermedades cardiovasculares.

Aqui, se demuestra que la agrupacion miR302-367 promueve la proliferacion de cardiomiocitos embrionarios y
posnatales, en parte a través de la seleccién de multiples quinasas en la via de transduccién de sefiales de Hippo. El
tratamiento transitorio de ratones con miméticos de miR302 de molécula pequefia condujo a una mejor regeneracion
cardiaca, una mayor proliferaciéon y supervivencia de los cardiomiocitos y una mejor formacioén de vasos en la region
alrededor del infarto, todo acompafado por una disminucién de la fibrosis. La cicatrizacion fibrética reducida
probablemente se debié a la mejora observada de la regeneracion miocardica. En apoyo de este argumento, los
experimentos con peces cebra han demostrado que la lesidon cardiaca induce un alto nivel de proliferacion de
cardiomiocitos con una disminuciéon concomitante de la cicatrizacion fibrética. Estudios adicionales han indicado que los
cardiomiocitos pueden inhibir la fibrosis cardiaca de forma paracrina. Estos estudios proporcionan un marco para
explorar mas a fondo los tratamientos basados en miARN para la estimulacién de la reparacion y regeneracion del
corazoén en seres humanos.

La via de Hippo regula el tamafio adecuado de los érganos al regular la proliferacion celular, asi como la muerte celular
programada. Estudios recientes han demostrado que la inhibicion de la fosforilacién de Yap a través de la pérdida de
componentes clave en la via, como Salvador/WW45, o la expresion de una forma de Yap resistente a la fosforilacion
puede conducir a un aumento profundo en la proliferacion de cardiomiocitos de ratones adultos. La pérdida cardiaca
especifica de Yap conduce a un aumento de la apoptosis de miocitos y a la fibrosis. Aqui, miR302-367 se dirigié a
multiples componentes de la cascada de la quinasa de sefalizacién de Hippo para la estimulacién de la proliferacion de
cardiomiocitos. Ademas, la sobreexpresion de miR302-367 promovid la proliferacion celular al tiempo que disminuyo la
muerte celular programada, lo que es consistente con la inhibicion de la sefalizacion de Hippo. Ademas, la pérdida de
miR302-367 condujo a un aumento de fosfo-Yap, pero disminuyo la Yap nuclear, en corazones Nkx2.5¢:miR302-
367Mxfox de raton. Sin embargo, estos experimentos no condujeron a una pérdida completa de Yap o su funcion, lo que
probablemente explica el fenotipo mas leve en estos ratones en comparacion con una pérdida total de Yap.

miR302-367 se expresa a altos niveles tanto en el corazén como pulmén de ratén en desarrollo asi como también en las
células ES, donde desempefia una funcién importante en la estimulacion de la pluripotencia. Ademas se ha demostrado
que otros miARN promueven la proliferacion de cardiomiocitos murinos, que incluyen miR590 y la familia miR17-92.
miR17-92 se expresa en el corazén y pulmon de ratdn en desarrollo, y puede promover un estado altamente proliferativo
e indiferenciado en el epitelio pulmonar, similar a miR302-367. Como tal, ciertos miARN pueden mantener un estado
indiferenciado al promover altos niveles de proliferacion celular al tiempo que inhiben la diferenciacion. Las estrategias
con miméticos de miARN se han mostrado aqui para la estimulacion de la regeneracion cardiaca in vivo de manera
transitoria que evita los efectos nocivos de la desdiferenciacién persistente de cardiomiocitos.

Estudios previos que describieron la sobreexpresion de miR17-92 o YapS127A en ratones no informaron una
disminucion de la funcion cardiaca. Varias razones podrian explicar la diferencia entre los datos aqui y estos informes,
lo que incluye un nivel mas potente de sobreexpresion aqui y funciones adicionales para miR302-367 que estos otros
enfoques no compartieron. Independientemente del mecanismo, mantener un alto nivel persistente de proliferacién de
cardiomiocitos podria conducir a la desdiferenciacion, directa o indirectamente, lo que podria causar contractibilidad e
insuficiencia cardiaca comprometidas. Los datos aqui proporcionan ademas una nota de advertencia de que tales
terapias deben ser de naturaleza transitoria para evitar la disfuncion cardiaca prolongada por la inducciéon de un estado
desdiferenciado en los cardiomiocitos en proliferacion.

Este ejemplo presenta un nuevo enfoque en el que un estimulo proliferativo transitorio para el corazén lesionado
mediante el uso de una metodologia simple basada en miARN y miméticos de miARN. Este enfoque tiene claras
ventajas sobre la terapia celular porque no requiere el injerto de células exdgenas, lo que ha sido un obstaculo
significativo en el campo de la regeneracién cardiaca. Ademas, este enfoque supera el potencial de desdiferenciacion
persistente de cardiomiocitos debido a su naturaleza transitoria, lo que deberia conducir a la funcién de cardiomiocitos
conservada después de una lesién isquémica.

Después de describir las realizaciones preferidas de la invencidon con referencia a las figuras acompafiantes, debe
entenderse que la invencidon no esta limitada a las realizaciones precisas, y que los expertos en la técnica pueden
efectuar diversos cambios y modificaciones en ellas sin apartarse del ambito de la invencion como se define en las
reivindicaciones adjuntas.
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<210>5

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 5
UAAGUGGUUC CAUGUUUUGG UGA

<210> 6

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 6

UAAACGUGGA UGUACUUGCU UU
<210>7

<211>23

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 7
UAAGUGCUUC CAUGUUUGAG UGU
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<210>8

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 8
AAUUGCACUU UAGCAAUGGU GA

<210>9

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<400> 9
ACUGUUGCUA AUAUGCAACU CcuU
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento ex vivo para la estimulacion de la proliferacion celular y la desdiferenciacion de células de
cardiomiocitos en células madre para la regeneracion de tejido cardiaco, comprendiendo el procedimiento: poner en
contacto transitoriamente dichas células con una composicion que comprende una agrupacion de microARN (miR) 302-
367 o un mimético de la agrupacion miR 302-367 para la expresion transitoria de dicha agrupacion de miR o de dicho
mimético de la agrupacion de miR, en el que dicho contacto transitorio es suficiente para activar transitoriamente la
proliferacién de cardiomiocitos, pero no para reactivar el ciclo celular de los cardiomiocitos posnatales.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la composicién comprende acido valproico.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el miR se une operativamente a una secuencia
reguladora, en la que, opcionalmente, dicha secuencia reguladora es un promotor inducible tal como un promotor
inducible por doxiciclina.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que dicho miR esta codificado por una secuencia de acido
nucleico presente dentro de un vector.

El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que el vector es un vector viral tal como un vector de
lentivirus, o en el que el vector es un vector plasmidico.

El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la agrupacion de microARN (miR)
302-367 o el mimético de la agrupacion miR 302-367 comprende uno o mas de miR302b, miR302c y miR367.

Una composicion que comprende una agrupacion miR 302-367 o un mimético de la agrupacion miR 302-367 para su
uso en la estimulacion de la reparacion y la regeneracion cardiaca en un sujeto o para su uso en la estimulacion de la
proliferacion de cardiomiocitos en un sujeto mediante la expresion transitoria de dicha agrupacion de miR o dicho
mimético de la agrupacion de miR en cardiomiocitos, en la que la administracion transitoria de la composicion a dicho
sujeto activa transitoriamente la proliferacién de cardiomiocitos, pero no reactiva el ciclo celular de los cardiomiocitos
posnatales.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que la administraciéon transitoria es la
administracion sistémica.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que la administraciéon transitoria es la
administracion intravenosa.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 7, en la que la administracion transitoria comprende
una administracion unica de la composicion al sujeto.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la composiciéon comprende acido valproico.
La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que el miR se une operativamente a una
secuencia reguladora, en la que, opcionalmente, dicha secuencia reguladora es un promotor inducible tal como un

promotor inducible por doxiciclina.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicho miR esta codificado por una
secuencia de acido nucleico presente dentro de un vector.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en la que el vector es un vector viral tal como un
vector de lentivirus, o en el que el vector es un vector plasmidico.

La composicion para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7-14 en la que la agrupacion miR
302-367 o el mimético de la agrupacion miR 302-367 comprende uno o mas de miR302b, miR302c y miR367.
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Figura 2
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Expresidn relativa
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 9
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Expresion relativa en corazon adulto
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Figura 12
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Figura 14
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