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DESCRIPCION

MicroARN para el tratamiento de enfermedades cardiacas

Campo de la invencién

La invencion se refiere al campo de la biologia y medicina molecular, mas especificamente, la invencién se dirige al
tratamiento, retraso y mejora de las enfermedades cardiacas. Mas en particular, se proporcionan microARN que
inducen la regeneracion cardiaca mediante la induccion de la proliferacion del ciclo celular de los cardiomiocitos, de
este modo tratando o mejorando las enfermedades cardiacas asociadas con una pérdida de los cardiomiocitos o de
la funcién de cardiomiocitos. Tales enfermedades incluyen infarto de miocardio, cardiomiopatia de origen isquémico o
no isquémico, miocarditis e insuficiencia cardiaca.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades cardiovasculares, incluyendo hipertension, enfermedad de las arterias coronarias y las formas
genéticas de las cardiomiopatias pueden producir insuficiencia cardiaca, que esta asociada con la remodelacion
patoldgica del miocardio, falla de la bomba y muerte subita. El analisis epidemioldgico en los paises occidentales indica
que los trastornos cardiovasculares se hallan entre las primeras causas de morbilidad y mortalidad entre las personas
mayores de 60 afios. Hay aproximadamente 600.000 muertes por afio en Europa por infarto de miocardio y, lo que es
aun mas relevante, se estima que la insuficiencia cardiaca afecta a mas de 15 millones de personas alrededor del
mundo, representando una de las principales causas de muerte. Es probable que este nimero aumente como
consecuencia del envejecimiento de la poblacion mundial. Si bien las estrategias convencionales de tratamiento
farmacoldgico (por ejemplo, B-bloqueantes e inhibidores de ACE) han demostrado su eficacia en la prolongacion de
la supervivencia de los pacientes con insuficiencia cardiaca [1], el prondstico de los individuos afectados sigue siendo
malo, resultando en la necesidad de nuevos conceptos.

En los mamiferos, el agrandamiento del corazén durante el desarrollo embrionario depende principalmente del
aumento en el numero de cardiomiocitos, pero poco después del nacimiento los miocitos cardiacos dejan de proliferar
y se produce un mayor crecimiento del miocardio a través del agrandamiento hipertréfico de las células miocardicas
existentes [2]. En los ratones, la detencién de la actividad del ciclo celular de las células del musculo cardiaco ocurre
poco después del nacimiento; mientras que los cardiomiocitos humanos muestran una reducciéon notable en la
capacidad proliferativa después de los 7 meses de edad. Evidencias recientes obtenidas por la datacién del ADN de
cardiomiocitos en los seres humanos han indicado que los cardiomiocitos se renuevan fisiolégicamente a una tasa de
1% a la edad de 25 y de 0,45% a la edad de 75, y que menos de 50% de los cardiomiocitos se intercambian durante
la duracién normal de la vida [3].

Como consecuencia de esta capacidad de proliferacion limitada de los cardiomiocitos adultos, la capacidad del
corazon adulto de los mamiferos para repararse a si mismo después de una lesion es muy restringida [4]. En particular,
la pérdida de cardiomiocitos que ocurre después de varios tipos de dafio miocardico, tipicamente tras un infarto de
miocardio, no se repara mediante la generacion de nuevo tejido contractil, sino mediante la formacion de una cicatriz,
lo que compromete la funcién cardiaca y, a menudo, tiende a empeorar con el tiempo, derivando en una insuficiencia
cardiaca. Por lo tanto, la identificacion de nuevos medios para promover la regeneracion del tejido cardiaco contractil
tras la lesion se presenta como obligatoria. Sin embargo, los mecanismos moleculares exactos que controlan el ciclo
celular en el cardiomiocito adulto en gran medida son ain desconocidos.

Los microARN (MiR) son una familia de pequefias moléculas de ARN no codificantes de cadena simple (19-25
nucleétidos) que regulan la expresion génica a nivel postranscripcional. La inhibicion de la expresion génica se produce
mediante el apareamiento de bases complementarias con secuencias ubicadas principalmente en la region no
traducida 3' (3' UTR) del ARNm diana [5], derivando en la represion traduccional o degradacion del ARNm. Los
elementos de reconocimiento clave comprenden los nucleétidos 2-8 en el extremo 5' del microARN y son conocidos
como secuencias semilla [6]. Los microARN a menudo se representan como familias, definidas por la conservacion
de su regién semilla, con conservacion de secuencias desde los nematodos hasta los seres humanos, lo que implica
la importancia de la funcion durante la evolucion. Entre 10-40% de los ARNm humanos estan regulados por microARN,
por lo que las especies de microARN individuales pueden regular multiples dianas de ARNm y los microARN
individuales pueden contener varios sitios de reconocimiento de microARN en su 3' UTR [7]. Dichas redes reguladoras
complejas pueden controlar funciones bioldgicas clave y las alteraciones en la expresion de microARN estan asociadas
con numerosas patologias humanas, incluyendo las enfermedades cardiovasculares [8, 9].

En contraste con muchos factores celulares implicados en la enfermedad, que son dificles de modular
terapéuticamente, los niveles de microARN se pueden modular faciimente in vivo mediante el uso de imitadores de
microARN que proporcionan una accion de microARN sustituta y antimiR que son moléculas de ARN comprendiendo
secuencias complementarias con la secuencia de microARN madura. A través de esta complementariedad, los antimiR
se hibridan con los microARN vy, por lo tanto, bloquean su actividad. En efecto, el uso eficiente de antimiR se ha
demostrado en primates no humanos [10, 11], y estos estudios han promovido ensayos clinicos en seres humanos
[12].

A la fecha, solo unos pocos microARN han estado claramente implicados en la proliferaciéon de cardiomiocitos,
2
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incluyendo miR-1, miR-133, miR-199a, miR-590 y miembros de la familia miR-15. Se ha demostrado que la
sobreexpresion de miR-1 en el corazén embrionario inhibe la proliferacién de cardiomiocitos, lo que se vincula con la
represion de Hand2, un factor de transcripcion requerido para el crecimiento cardiaco durante la embriogénesis [13].
miR-133 inhibe la proliferacion de cardiomiocitos a través de la represion de SRF y ciclina D2, dos reguladores
esenciales de la diferenciacion de células musculares [14]. Se ha demostrado que la familia miR-15 regula la detencion
mitotica posnatal de los cardiomiocitos de ratén, mediante la regulacion por disminucion de la expresion de Chekl [15].
Se ha demostrado que la administracion exégena de miR-590 y miR-199a) promueve el reingreso al ciclo celular de
cardiomiocitos adultos ex vivo [16].

A pesar de los avances detallados anteriormente, aun existe en la técnica la necesidad por tratamientos mejores, mas
eficaces y eficientes de las enfermedades cardiacas.

Sumario de la invencién

La invencién proporciona una composiciéon comprendiendo microARN 106b para uso en el tratamiento de una
enfermedad cardiaca en la que el tratamiento comprende la induccién de la proliferacién del ciclo celular de
cardiomiocitos y en la que el tratamiento se realiza después de un infarto cardiaco.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Localizacion genémica del grupo de microARN-106b~25.

Panel (a) El grupo de microARN miR-106b~25 esta ubicado dentro del gen 7 (Mcm7) de deficiencia de
mantenimiento de minicromosomas en el cromosoma 5.

Panel (b) Grafico mostrando los niveles de expresion de miembros individuales del grupo de microARN miR-
106b~25, miR-106b, miR-93 y miR-25 en corazones de ratones en distintos puntos de tiempo después del
nacimiento. P1 indica 1 semana después del nacimiento, P2 dos semanas, etc.

Panel (c) Grafico mostrando los niveles de expresion de miembros individuales del grupo de microARN miR-
106b~25, miR-106b, miR-93 y miR-25 en corazones adultos de ratones en condiciones de control, tras la
constriccion adrtica transversal (TAC) o de ratones transgénicos con sobreexpresion cardiaca especifica de
calcineurina (MHC-CnA).

Figura 2. La sobreexpresion del grupo de micro-ARN-106b~25 induce la proliferaciéon de cardiomiocitos
in vitro e in vivo.

Panel (a) La sobreexpresion del grupo de microARN miR-106b~25 en cardiomiocitos cultivados por transfeccion
con moléculas precursoras para cada miembro del grupo produce la proliferacion medida por la incorporacion
de Edu (5-etinil-2'-desoxiuridina).

Panel (b) Grafico mostrando la cuantificacion del nimero de cultivos de cardiomiocitos proliferantes.

Panel (c) Grafico mostrando ajuste del experimento. Diez dias antes de su sacrificio, los animales recibieron
una inyeccion con Edu para marcar las células en proliferacion in vivo. Doce semanas después de la inyeccion,
se extrajeron los corazones adultos para su posterior analisis.

Panel (d) Grafico mostrando la sobreexpresion del grupo de microARN miR-106b~25 in vivo por la terapia
génica del virus 9 adenoasociado (AAV9) produciendo la proliferacion medida por la incorporacion de Edu.

Panel (e) Cuantificacion del numero de cardiomiocitos proliferantes in vivo. Microscopia confocal de la pared
del ventriculo izquierdo libre tefiida con alfa-actinina para identificar el musculo cardiaco, Hoechst para
identificar los nucleos y Edu para la proliferacion de miocitos.

Panel (f) Grafico mostrando que los cardiomiocitos EdU positivos tras la terapia génica AAV9-106b~25
demuestran una duplicacién aproximada del nimero de cardiomiocitos proliferantes adultos en comparacion
con la terapia AAV9-MCS (EdU + CM%).

Figura 3. La terapia génica de microARN-106b ~25 produce la regeneraciéon del corazén infartado in
vivo.

Panel (a) Representacion esquematica del ajuste del estudio. Los ratones se aleatorizaron para recibir una
cirugia simulada o infarto de miocardio (MI). Inmediatamente tras el infarto, los animales recibieron AAV9 de
control (AAV9-MCS) o AAV9-106b~25, disefiado para sobreexpresar los miembros del grupo de microARN-
106b~25.

Panel (b) demostracién de que AAV9-106b~25 aumenta la expresion miocardica de miR-106b, miR-93 y miR-
25.

Panel (c) Representacion esquematica del plano de seccion a través del corazon infartado. La tincion roja de
3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2774 486 T3

Sirius indica un infarto extenso (tincion roja) en animales infartados que recibieron terapia génica con AAV9-
MCS, y un tamafio de infarto sustancialmente reducido en animales infartados que recibieron terapia génica
con AAV9-106b~25.

Panel (d) Los animales infartados que recibieron terapia génica con AAV9-106b~25 han aumentado
considerablemente la masa del ventriculo izquierdo.

Panel (e) Los animales infartados que recibieron terapia génica con AAV9-106b~25 han mantenido el espesor
de la pared posterior del ventriculo izquierdo.

Panel (f) Los animales infartados que recibieron terapia génica con AAV9-106b~25 han reducido la dimension
interna del ventriculo izquierdo.

Panel (g) Los animales infartados que recibieron terapia génica con AAV9-106b~25 han mantenido la fraccion
de eyeccion.

Descripcion detallada

La invencién proporciona una composiciéon comprendiendo microARN 106b para uso en el tratamiento de una
enfermedad cardiaca en la que el tratamiento comprende la induccién de la proliferacién del ciclo celular de
cardiomiocitos y en la que el tratamiento se realiza después de un infarto cardiaco.

También se desvela en la presente memoria una composicion comprendiendo un microARN seleccionado del grupo
que consiste en microARN 106, microARN 93 o microARN 25 y sus complementos, para uso en el tratamiento,
prevencion, retraso o mejora de una enfermedad cardiaca.

En otros términos, la divulgacion proporciona un procedimiento para tratar, prevenir, retrasar o mejorar una
enfermedad cardiaca en el que una composicion comprendiendo un microARN seleccionado del grupo que consiste
en microARN 106b, microARN 93 o microARN 25 y sus complementos se administra a un sujeto necesitado de dicho
tratamiento.

En los mamiferos, durante la embriogénesis y poco después del nacimiento, el corazén conserva la capacidad de
crecer a través de la proliferacion del musculo cardiaco, incluyendo un estallido preadolescente en la proliferacion de
miocitos, poco antes de la edad adulta. En ratones, la detencién de la actividad del ciclo celular de las células del
musculo cardiaco ocurre poco después del nacimiento; mientras que los cardiomiocitos humanos muestran una
reduccion notable en la capacidad proliferativa después de los 7 meses de edad. Evidencias recientes obtenidas por
la datacién del ADN de cardiomiocitos en seres humanos han indicado que los cardiomiocitos se renuevan
fisiolégicamente a una tasa de 1% a la edad de 25 y de 0,45% a la edad de 75, y que menos de 50% de los
cardiomiocitos se intercambian durante la duracién normal de la vida [3]. Como consecuencia de esta capacidad de
proliferacion limitada de los cardiomiocitos adultos, la capacidad del corazén adulto de los mamiferos para repararse
a si mismo después del infarto de miocardio es muy restringida [4], la lesidon del tejido no se repara mediante la
generacion de tejido contractil nuevo sino por la formacién de una cicatriz, lo que compromete la funcién cardiaca y
que a menudo tiende a empeorar con el tiempo, derivando en una insuficiencia cardiaca. Por lo tanto, la identificacion
de nuevos medios para promover la reactivacion del ciclo celular en miocitos cardiacos adultos puede tener
consecuencias regenerativas para el miocardio.

Los autores de la presente han descubierto que los microARN 160b, microARN 93 y microARN 25, denominados en
conjunto en la presente memoria como grupo de microARN miR-106b~25, exhiben una alta expresion en etapas
tempranas después del nacimiento y una baja expresion en el corazén adulto. El grupo intronico miR-106b~25 es parte
del gen 7 de deficiencia de mantenimiento de minicromosomas (Mcm?7) y esta ubicado en ratones en el cromosoma 5
y en los seres humanos en el cromosoma 7 en la misma organizacion genética (Figura 1a).

El grupo de miR-106b~25 alberga 3 microARN, miR-106b, miR-93 y miR-25 cotranscritos. En primer lugar, se analizd
la expresion de miR-106b, miR-93 y miR-25 en 5 corazones de ratones de tipo salvaje sacrificados el dia posnatal (P)
1 (P1), P3, P5, P7 (o 1 semana después del nacimiento), P10, P12, P15, P18, P21 (o 3 semanas después del
nacimiento) y en P56 (u 8 semanas después del nacimiento; Figura 1b). Los datos muestran que, en comparacién con
los corazones adultos (P56), miR-106b, miR-93 y miR-25 muestran un nivel de expresién al menos 2 veces mayor que
los niveles de expresion de adultos con una elevacién adicional caracteristica entre 5-7 veces alrededor de P15. Esta
elevacion adicional caracteristica corresponde a un breve pero intenso estallido proliferativo, recientemente descrito,
de cardiomiocitos predominantemente binucleares en corazones preadolescentes en ratones y seres humanos [19].

Finalmente, también se evalud la expresion de miR-106b, miR-93 y miR-25 en miocardio adulto sano en comparacion
con miocardio con insuficiencia cardiaca adulta como resultado de una sobrecarga de presion sostenida por
constriccion adrtica transversal (TAC) o de un transgén expresando una forma activada constitutivamente de fosfatasa
calcineurina pro-hipertréfica en el miocardio (MHC-CnA). En linea con la capacidad muy limitada del corazén adulto
de los mamiferos para inducir la proliferacion de cardiomiocitos y repararse a si mismo, la expresion de miR-106b,
miR-93 y miR-25 fue aliin menor en los corazones de ratones con insuficiencia en comparacion con el miocardio sano.
En conclusion, estos datos muestran que los miembros del grupo de microARN miR-106b~25 tienen una expresion
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elevada en el miocardio en puntos de tiempo que se correlacionan con la actividad del ciclo celular y la proliferacién
de las células musculares cardiacas.

Después, para evaluar si la expresion aumentada del grupo de microARN miR-106b~25 puede producir el reingreso
del ciclo celular, se cultivaron cardiomiocitos de ratas neonatales y se estimuld la expresion de miR-106b, miR-93 o
miR-25 por transfeccion de microARN precursor durante 24 h. Después de la fijacion, los cultivos se trataron con un
anticuerpo para alfa-actinina para detectar miocitos individuales, los nucleos se tifieron por contraste con la tincion
nuclear TOTO-3 y se uso el analogo nucleosidico EAU (5-etinil-2'-desoxiuridina) para la sustitucion de timidina para
detectar la sintesis cromosémica de ADN caracteristica de la fase del ciclo celular S1.

Solo se consideraron miocitos con positividad EdU en el ensayo de proliferacion y se contaron 1500 células en cada
afeccion (Figura 2a). Los datos demuestran que los miocitos cultivados transfectados con un precursor de control para
microARN desordenado (pre-scr-miR) demostraron la proliferacion de 10% de los miocitos. En contraste, la
transfeccion con miR-106b, miR-93 o miR-25 elevd la tasa de proliferacion de miocitos a aproximadamente 30% sin
ninguna diferencia aparente entre los miembros individuales del grupo de microARN miR-106b-25 (Figura 2b).

Para verificar estos resultados in vivo, se indujo la expresion elevada de miR-106b, miR-93 y miR-25 mediante la
construccion de un virus adenoasociado recombinante manipulado genéticamente para sobreexpresar el grupo de
microARN miR-106b~25 (AAV9-106b~25). AAV9 tiene la ventaja de que cuenta con un tropismo cardiaco natural para
el miocardio produciendo las caracteristicas de la terapia génica restringida al miocardio cuando se inyecta en
animales o seres humanos. Para lograr la terapia génica cardiaca con sobreexpresion de miR-106b, miR-93 y miR-
25, se inyecto a los ratones en P1 con particulas 10'" de AAV9 de control solo con el sitio de clonacion multiple vacio
(AAV9-MCS) o AAV9- 106b~25 en la vena de la cola. Diez dias antes de su sacrificio, los animales recibieron una
inyeccion con Edu para marcar las células proliferantes in vivo. Doce semanas después de la inyeccion, se extrajeron
los corazones adultos para su posterior analisis (Figura 2c). Los datos muestran que miR-106b, miR-93 y miR-25 se
elevaron entre 4 y 6 veces en ratones que recibieron terapia génica con AAV9-106b~25 en comparacion con la terapia
génica con el vector AAV9-MCS de control (Figura 2d). La microscopia confocal de la pared del ventriculo izquierdo
libre tefiida con alfa-actinina para identificar el musculo cardiaco, Hoechst para identificar nucleos, y Edu para la
proliferaciéon de miocitos, demostraron una elevacion marcada de la proliferacion de miocitos in vivo tras la terapia
génica con AAV9-106b~25 (Figura 2e). La cuantificacion de los cardiomiocitos EdU positivos tras la terapia génica con
AAV9-MCS o AAV9-106b~25 demostrd una duplicacién aproximada del nimero de cardiomiocitos proliferantes
adultos (EdU + CM; Figura 2f).

En conclusion, los datos combinados demuestran que la elevacion de miR-106b, miR-93 y miR-25 provoca el reingreso
del ciclo celular y la proliferacion de cardiomiocitos tanto en cultivos a corto plazo in vitro como en la proliferacion de
cardiomiocitos en el miocardio adulto in vivo.

Después, se evalud si la expresion elevada de miR-106b~25 puede reforzar la reparacién miocardica normalmente
ineficaz que tiene lugar tras el infarto de miocardio. Los ratones CD1 adultos (de 8 a 12 semanas de edad) se
sometieron a una ligadura permanente de la arteria coronaria descendente anterior izquierda para inducir el infarto de
miocardio (MI) o la operacién simulada y se inyectaron, en el area peri-infartada, con vectores AAV9 expresando los
tres miARN (AAV9- 106b~25) o un vector de control (Figura 3a). En linea con los resultados presentados
anteriormente, este tratamiento da como resultado una transduccién miocardica eficiente y una expresion transgénica
de un mes de duracién con una elevacion de 4 a 6 veces de los miembros individuales del grupo de miARN (Figura
3b). La tincion roja de Sirius de las secciones transversales justo debajo de la ligadura indica un infarto extenso y
adelgazado en ratones sometidos a MI e inyectados con el vector de control AAV9, mientras que la integridad del
miocardio se conservé mucho mejor y el infarto fue mucho mas pequefio en ratones sometidos a Ml y que recibieron
el vector AAV9 disefiado para sobreexpresar el grupo de miR-106b~25. Segun lo evaluado por ecocardiografia, la
masa del ventriculo izquierdo aumenté en ratones infartados que recibieron AAV9-106~25, indicando una
muscularidad preservada (Figura 3d). Funcionalmente, el espesor de la pared posterior del ventriculo izquierdo
(LVPW, Figura 3e), el diametro interno del ventriculo izquierdo (LVID; Figura 3f) y la fraccion de eyeccion del ventriculo
izquierdo (EF, Figura 3g) se conservaron significativamente con el transcurso del tiempo en los ratones infartados
inyectados con AAV9-106b~25.

En conclusion, estos datos muestran que la expresion de miR-106b~25 después del infarto ejerce un marcado efecto
beneficioso en la reduccion del tamario del infarto y la mejora de la funcién cardiaca, en consonancia con el efecto de
estos miARN en la estimulacién activa de la proliferacion de cardiomiocitos y la capacidad regenerativa del corazén.

Ejemplos

Ejemplo 1: Cultivos de cardiomiocitos primarios, inmunocitoquimica

Los cultivos de cardiomiocitos se aislaron por disociaciéon enzimatica de corazones de ratas neonatales de 1 a 2 dias
y se procesaron para detectar inmunofluorescencia como se describié anteriormente [17]. Los cardiomiocitos
neonatales se transfectaron con precursores (Ambion) de microARN (10 mM) usando Oligofectamina (Invitrogen).
Para la visualizacién del tamario de los cardiomiocitos y la organizacién sarcomérica, las células se tifieron para a2-
actinina con anticuerpo monoclonal anti-a-actinina sarcomérica de raton (Sigma-Aldrich, clon A7811 EA-53, 1: 500)
seguido de anticuerpo monoclonal anti-ratén de rata conjugado con verde Oregon (Life Technologies, A-889, 1: 1000).
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La tincion nuclear se realizé con medio de montaje VECTASHIELD (Vector Laboratories) con 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI).

Ejemplo 2: Ensayos con indicador 3'-UTR luciferasa

Se obtuvieron constructos portando la 3'-UTR murina de Cdkn1a, Cdkn1c o E2f5 por amplificacion por PCR y se
subclonaron en el vector psiCHECK2 (Promega). Las células HL-1 se transfectaron con un precursor desordenado o
precursor para mmu-miR1-106b, mmu-miR-93 o mmu-miR-25 (Exigon) a una concentracion final de 10 nM en placas
de 48 pocillos usando oligofectamina (Invitrogen). Los indicadores de luciferasa se transfectaron usando reactivo
Fugene-6 (Roche). Veinticuatro horas después de la transfeccion de los indicadores y miARN, se midieron las
actividades de luciferasa de Luciérnaga y Renilla 48 h después de la transfeccion del plasmido usando el Sistema de
Ensayo de Indicador de Doble Luciferasa (Promega), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 3: Produccidn y purificacion de vectores de AAV recombinantes.

El grupo miR-106b~25 murino mas secuencias flanqueantes corriente arriba y corriente abajo (total aproximado de
300 pares de bases) se amplificaron a partir de ADN gendmico humano aislado de células Hela, usando el mini kit de
ADN QIAamp (Qiagen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las secuencias amplificadas se clonaron en
el vector pZac2.1 (Gene Therapy Program, Penn Vector core, University of Pennsylvania, USA), que se uso para
producir vectores de AAV recombinantes. Los vectores de AAV recombinantes se prepararon en la unidad de vectores
de AAV en ICGEB Trieste, como se describid anteriormente [18]. Brevemente, se generaron vectores de AAV del
serotipo 9 en células HEK293T, usando una cotransfecciéon de plasmidos triples para el empaquetamiento. Se
obtuvieron patrones virales por centrifugacion en gradiente de CsCl.. La titulacion de las particulas virales de AAV se
realizd mediante cuantificacion por PCR en tiempo real del niumero de genomas virales, como se describid
anteriormente; las preparaciones virales tenian titulos entre 1 x 10" y 3 x 103 particulas del genoma viral por ml.

Ejemplo 4: Inyeccidn de vectores de AAV en ratones neonatales y adultos

En los experimentos usando vectores de AAV, se inyectd a ratones CD1 neonatales (dia 1 postnatal) por via
intraperitoneal AAV9-MCS (AAV9 de control) o AAV9-106b~25 a una dosis de 1 x 10" particulas del genoma viral por
animal, usando una jeringa de insulina con aguja de calibre 30 incorporada. Los corazones de los ratones inyectados
se recogieron 12 semanas después de la inyeccion de AAV.

La inyeccion intracardiaca en ratones adultos de vectores de AAV (AAV9 de control o AAV9-106b~25), a una dosis de
1 x 10" particulas de genoma viral por animal, se realizé como se describe a continuacion para los animales que se
sometieron a un infarto cardiaco. Los corazones de los animales inyectados se recogieron 12 dias después de la
inyeccion de AAV.

Ejemplo 5: Infarto de miocardio

Se produjo infarto de miocardio en ratones CD1 adultos (12 semanas de edad), mediante ligadura permanente de la
arteria coronaria descendente anterior izquierda (LAD). Brevemente, los ratones se anestesiaron con una inyeccion
intraperitoneal de ketamina y xilazina, se intubaron en forma endotraqueal y se colocaron en un ventilador para
roedores. La temperatura corporal se mantuvo a 37 °C en una almohadilla térmica. Se accedié al corazén latiente a
través de una toracotomia izquierda. Después de extraer el pericardio, se visualizé una rama descendente de la arteria
coronaria LAD con un estereomicroscopio (Leica) y se ocluyé con una sutura de nylon. La ligadura se confirmé
mediante el blanqueamiento de una region del ventriculo izquierdo, inmediatamente después de la ligadura. Los
vectores de AAV recombinantes, a una dosis de 1 x 10" particulas del genoma viral por animal, se inyectaron
inmediatamente después de la ligadura de LAD en el miocardio limitando la zona del infarto (inyeccion unica), usando
una jeringa de insulina con aguja de calibre 30 incorporada.

Ejemplo 6: Analisis por ecocardiografia

Para evaluar la funcion y las dimensiones del ventriculo izquierdo, se realizé una ecocardiografia bidimensional
transtoracica en ratones sedados con isoflurano 5% a los 12, 30 y 60 dias después del infarto de miocardio, usando
un ultrasonido Visual Sonics Vevo 770 (Visual Sonics) equipado con un transductor de matriz lineal de 30 MHz. Los
trazos en modo M en la vista del eje corto paraesternal se usaron para medir el espesor de la pared anterior y posterior
del ventriculo izquierdo y el diametro interno del ventriculo izquierdo en sistole final y diastole final, que se usaron para
calcular el acortamiento fraccional y la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

Ejemplo 7: Recoleccion de corazdn y analisis histolégico

Al final de los estudios, los animales se anestesiaron con isoflurano 5% y después se sacrificaron mediante una
inyeccion de KCI 10%, para detener el corazon en la didstole. El corazén se extirpd, se lavo rapidamente en PBS, se
peso, se fij6 en formalina 10% a temperatura ambiente, se incrustdé en parafina y se proceso adicionalmente para
examinar la histologia o inmunofluorescencia. La tincién con hematoxilina-eosina y rojo de Sirius se realizé de acuerdo
con procedimientos estandar, y se analizd la morfologia regular y el grado de fibrosis.
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REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende microARN 106b para su uso en el tratamiento de una enfermedad cardiaca
en el que el tratamiento comprende la induccion de la proliferacion del ciclo celular de cardiomiocitos y en el
que el tratamiento se realiza después de un infarto cardiaco.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la enfermedad cardiaca es enfermedad
de la arteria coronaria.

La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2 en el que el tratamiento ejerce un efecto
beneficioso en la reduccion del tamafio del infarto.

La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 3 en el que el tratamiento
mejora la funcion cardiaca.

La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 - 4 en el que el microARN
se administra en un vector de direccionamiento.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que el vector de direccionamiento es un
vector del virus adenoasociado.

La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 en el que el vector del virus adenoasociado es
del serotipo AAV1 o AAV9.
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Figura 1B
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Figura 1C
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Figura 2A
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Figura 2B
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Figura 2D
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Figura 2E
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Figura 2F
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Figura 3E

€ 50 n=t
£1,5- #
=
St - x
‘é”l,O-— |_'
! x
....10,5_'

D-..-._..

simulado M|

1 AAVO-MCS
B AAVO-106b~25



ES 2774 486 T3

Figura 3F
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Figura 3G
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