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ES 2791415713

DESCRIPCION
Método para diagnosticar miocardiopatias
Antecedentes de la invencion

La inflamacién del miocardio o miocarditis es una enfermedad de etiologia heterogénea, provocada a menudo por un
patégeno infeccioso (bacterias, virus, hongos o protozoos) (Andreoletti et al. 2009) o por un trastorno autoinmunitario
(Frustaci et al. 2009), que puede provocar una miocardiopatia dilatada (Felker et al. 2000). Las células T CD4" son
necesarias y suficientes para el desarrollo de miocarditis (Smith y Allen, 1991; Smith y Allen, 1993). Especificamente,
los linfocitos Ty17 (Sonderegger et al. 2006) y la citocina IL-23 son criticos para el desarrollo de la patologia, siendo
las células Ty17 mas inmunopatogénicas que las células Ty1 cuando se transfieren de manera exégena (Rangachari et
al. 2006). Ademas, la supresion de la diferenciacion de células Ty17 a través del bloqueo de la ruta de sefializacion
de IL-6 previene el desarrollo de MAE (miocarditis autoinmunitaria experimental) (Sonderegger et al. 2008;
Yamashita et al. 2011). Con respecto a la IL-17, se ha observado que esta citocina no participa en el desarrollo inicial
de la miocarditis, pero desempefia un papel crucial en la fibrosis y la remodelacion que experimenta el corazén en los
estadios mas avanzados de la enfermedad (Baldeviano et al. 2010). En humanos, la relevancia clinica de las células
Tu17 esta a punto de verificarse, y de hecho, en pacientes con miocarditis viral, ya se ha detectado la expresion de IL-
17A y RORyt en el corazdn y se ha observado que las células Ty17 ayudan a las células B a producir anticuerpos
contra proteinas cardiacas (Yuan et al. 2010). Sin embargo, se han realizado escasas investigaciones sobre las células
Tu17 que circulan en la sangre de pacientes con miocarditis. S6lo se conoce un estudio en el que se comparé la
proporcion de linfocitos Ty17 en la sangre de pacientes con miocardiopatia dilatada con la de sujetos sanos, existiendo
un mayor porcentaje de células Ty17 y un mayor numero de IL-17, IL-6, IL-23 y células RORyt en la sangre de sujetos
enfermos con respecto a la sangre de individuos sanos (Yi et al. 2009).

Las células T reguladoras son otra poblacion de células T CD4* que son cruciales en el desarrollo de miocarditis. Se
ha detectado la expresion de FoxP3 en biopsias de endocardio de pacientes con miocardiopatia dilatada (Noutsias et
al. 2011). Ademas, la reduccion de las células Treg permite el desarrollo espontaneo de miocarditis (Ono et al. 2006),
mientras que la transferencia exégena de células Treg limita la inflamacion cardiaca y atenua la replicacion viral en
respuesta a la infeccion con CVB3 o Trypanosoma cruzi (Mariano et al. 2008; Shi et al. 2010). Las células Treg
también son responsables de inducir tolerancia por via nasal contra autoantigenos, lo que previene que la infeccion
por CVB3 evoluciones a miocarditis crénica (Fousteri et al. 2011). Del mismo modo, la citocina IL-10 limita la
inflamacién autoinmunitaria del corazén mediante la tolerancia inducida por via nasal (Kaya et al. 2002). Sin embargo,
existe una discrepancia sustancial con respecto al valor predictivo de la proporcion de linfocitos Treg que circulan en
la sangre en pacientes con patologias cardiacas agudas y crénicas (Ammirati et al. 2010; Carvalheiro et al. 2012;
Sardella et al. 2007).

Estudios recientes estiman la prevalencia de miocarditis en aproximadamente 22 de cada 100,000 pacientes
anualmente (Clasificacion Internacional de Enfermedades, OMS), y la Asociacién Americana del Corazon y el Colegio
Americano de Cardiologia clasifican la miocarditis como la tercera causa principal de muerte subita de origen cardiaco
en atletas profesionales. Ademas, entre el 1y el 5% de los pacientes con infeccion viral aguda desarrollan miocarditis.
El diagndstico de miocarditis realizado basandose en signos clinicos, datos de laboratorio, ECG y ecograficos no
siempre es facil. Ademas, una prueba diagndstica no invasiva segura y sensible para confirmar el diagnostico de
miocarditis aguda, en comparacion con otras patologias con lesion miocardica como la enfermedad coronaria aguda,
no esta disponible en la actualidad. La biopsia endomiocardica (BEM) todavia se considera el método de referencia
de diagnostico de la miocarditis. Sin embargo, la BEM no se realiza habitualmente debido a motivos de seguridad; el
6% de complicaciones de amplio rango y la incidencia del 0,4 de muerte por perforacion.

La miocarditis aguda se resuelve en aproximadamente el 50% de los casos en las primeras semanas, sin embargo, el
25% desarrolla insuficiencia cardiaca cronica que puede evolucionar a miocardiopatia dilatada en fase terminal y
trasplante de corazon. Por tanto, el diagndstico precoz de la enfermedad es vital para el tratamiento especifico del
paciente (antivirales, inmunosupresores, terapias para la insuficiencia cardiaca, etc.) para evitar el desarrollo posterior
de la enfermedad. Sin embargo, la mayoria de los pacientes con miocarditis aguda tienen sintomas comunes con los
pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM). Por tanto, es necesario proporcionar herramientas en la practica
clinica para el diagnéstico diferencial de la miocarditis aguda y el IAM, ya que la miocarditis aguda simula a menudo
un infarto de miocardio y el diagnostico diferencial es muchas veces dificil ya que la biopsia intramiocardica no es una
técnica de diagnostico de rutina. Esto hace a menudo que estos pacientes se sometan a una angiografia coronaria y
una IRM con contraste para descartar isquemia, con el consiguiente dafio al paciente, retraso en la eleccion del
tratamiento inmunosupresor de preferencia y altos gastos médicos asociados con la angiografia coronaria y la IRM
como los Unicos métodos fiables para distinguir esta miocarditis de IAM. Por tanto, la miocarditis es un reto de
diagndstico que no tiene solucién en la practica clinica.

La presente invencion resuelve este problema al proporcionar un ensayo capaz de garantizar un grado aceptable de
especificidad y sensibilidad para diagnosticar miocarditis, durante un episodio agudo, mediante el uso de muestras de
sangre, particularmente muestras de plasma o suero.
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Breve descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un método in vitro para diagnosticar una miocardiopatia en un sujeto humano, en
el que el método comprende usar, como indicador, los niveles de expresion obtenidos a partir de una muestra biolégica
aislada del sujeto humano, preferiblemente una muestra de sangre, plasma o suero, de uno o mas de los siguientes
miARN: miR-721 y/o miR155, y obtener un resultado del método comparando los niveles de expresiéon de uno o mas
miARN con un valor de referencia o con los niveles de expresiéon de un control, indicador de la ausencia de
miocardiopatia.

Mas particularmente, la presente invencién proporciona un método in vitro para diagnosticar miocarditis durante un
episodio agudo. La miocarditis es una enfermedad mediada por Th17 caracterizada por la presencia de infiltrados
inmunitarios que desencadena necrosis y fibrosis de miocardiocitos del corazén y, por tanto, disfunciéon cardiaca
progresiva. Comparte sintomas comunes con el infarto agudo de miocardio, por lo que es importante encontrar
biomarcadores para el diagndstico diferencial especifico de miocarditis, preferiblemente durante el episodio agudo,
frente a infarto agudo de miocardio. El MiR-721, que se encuentra sobreexpresado en el modelo de ratén con
miocarditis autoinmunitaria experimental (MAE) agravada y células Th17, se muestra en el presente documento como
una diana excelente para tal diagndstico diferencial. En este sentido, se encontré miR-721 sobreexpresado en el suero,
ganglios linfaticos drenantes y células Th17 aisladas de ratones con MAE. Ademas, pudo detectarse miR-721 en el
suero de MAE pero no en condiciones basales. Puesto que se encontré Th17 y miR-721 regulados por incremento en
pacientes con miocarditis y ausencia de respuesta de Th17 en pacientes con infarto agudo de miocardio, se estimé
que miR-721 es una potente herramienta de diagnostico para distinguir entre ambas patologias.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la complementariedad de secuencia de la familia de miARN 130/301/721 y la localizacion
cromosomica de los mismos.

La figura 2 muestra la secuencia y la estructura secundaria de miARN-721. Datos obtenidos a partir de miR Base.

La figura 3 muestra un ejemplo de la estrategia de clonacion de miR-721. Se disefiaron oligos que contenian las
secuencias flanqueantes de miR-721 inmaduro, de tal manera que se clon6 un fragmento de aproximadamente 100
pares de bases que flanquea la secuencia de miR-721 maduro.

La figura 4 muestra el disefio de la secuencia de esponja de miR-721 para la clonacién en el vector lentiviral pCDH-
CMV-MCS-EF1-copGFP. La secuencia complementaria de miR-721 se muestra en color rosa y los espaciadores se
muestran en color azul.

La figura 5 muestra el esquema de clonacion de miR-721, el miR-721 de esponja y la expresion del mismo en vectores
lentivirales. El disefio y la clonacion de miR-721 en plasmido, la expresiéon de miARN-721 maduro y el disefio y la
clonacion de secuencias de esponja se muestran a la izquierda pSIN-BX/pHRSIN (miR-721 inmaduro) y pCDH-CMV-
MCS-EF1-copGFP (secuencia de esponja para miR-721). El esquema de los procesos de produccion de lentivirus y
los ensayos funcionales se muestran a la derecha.

La figura 6 muestra la expresion relativa de miR-721 en células T CD4* indiferenciadas, células Treg y células Ty17
aisladas de ratones CD69WT y CD69KO. Las barras de error representan la media + D.E. (* P <0,05, ** P <0,01, ***
P <0,001, prueba de la t de Student).

La figura 7 muestra la expresion de miR-721 en células endoteliales de pulmoén de ratén (MLEC) primarias CD69WT
y CD69KO. Las MLEC se aislaron de los pulmones de 7 ratones WT (wild-type, de tipo natural) y 7 ratones CD69KO.

La figura 8 muestra la alineaciéon de secuencias complementarias entre la familia miR-130/301/721 y el extremo 3'UTR
del gen Meox-2.

La figura 9 muestra la alineaciéon de secuencias complementarias entre la familia miR-130/301/721 y el extremo 3'UTR
de los genes CD69 y AHR.

La figura 10 muestra los niveles de expresion de ARNm de Meox-2, CUX1 y AHR en MLEC de ratones CD69WT vy
CD69KO.

La figura 11 muestra imagenes representativas de MLEC de ratones CD69WT y CD69KO infectados con LV de control,
LV de miR-721 de esponja no estimulados (A) o estimulados con PMA/ionomicina (B). Se observa la eficiencia de
infeccion (> 90% de células GFP+) y la adquisicion de células del fenotipo proangiogénico después de la estimulacion.

La figura 12 muestra el esquema de ensayos funcionales in vitro con lentivirus (A). (B) Niveles de expresion de Mmu-
miR-721 en Mlec tratadas con PMA/iono. en presencia o no de miR-721 de esponja.
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La figura 13 muestra la alineacion de secuencias de multiples especies del miR-721, incluidas las secuencias
predictivas de humanos (Homo sapiens) y monos (Rhesus macaca). El recuadro de color rojo contiene los 21
nucleétidos de las secuencias maduras de miR-721 de cada especie. Los nucleétidos de color verde corresponden a
los nucledtidos del bucle predictivo involucrados en la formacion de la estructura secundaria del miARN (A). La figura
13B muestra la alineacion de secuencias complementarias entre el hsa-miR-721 humano y el extremo 3'UTR de los
genes CD69, AHR y Meox2 (B).

La figura 14 muestra el esquema representativo del papel de miARN-721 en procesos de angiogénesis.

La figura 15 muestra el esquema representativo de un experimento convencional de isquemia de la arteria femoral y
la monitorizacién del proceso de revascularizacién del musculo aductor. Los ratones se analizan los dias 1, 7, 14, 21
y 28 después de la cirugia con Doppler con laser y se extraen muestras de sangre de las que se obtienen los linfocitos
circulantes para analizar las respuestas de Th17/Treg mediante FACS, y se extraen muestras de suero para analizar
el contenido de miARN. En la mayoria de los experimentos, a menos que se indique lo contrario, se sacrifican los
ratones el dia 28 y se extraen muestras de sangre (linfocitos periféricos y suero), muestras de ganglios linfaticos y
muestras de musculo. A: arteria, V: vena, N: nervio.

La figura 16 muestra el analisis de las respuestas de Th17 y Treg durante la primera semana después de la isquemia
de la arteria femoral. El porcentaje de células Th17 y Treg se analiz6 después del marcaje intracelular con IL-17 y
Foxp3, respectivamente, mediante citometria de flujo. N = 10. Los datos representan la media +/- desviacion estandar.
ANOVA (prueba a posteriori de Bonferroni).

La figura 17 muestra los niveles de expresion de miR-721 en el suero de ratones con isquemia de la arteria femoral.
Los niveles en suero de miR-721 se midieron mediante gqPCR. N = 5. Los datos representan la media +/- desviacion
estandar. Prueba de la T (Mann-Whitney).

La figura 18 muestra los niveles de expresion de Meox-2 medidos mediante gPCR en el musculo aductor en diversos
momentos después de la isquemia femoral.

La figura 19 muestra el analisis mediante inmunofluorescencia de la expresion de Meox-2 en células endoteliales de
musculo de ratones después de 7 dias desde la isquemia de la arteria femoral. A) Imagenes representativas de
inmunofluorescencia en musculo de Meox-2 y CD31. B) Cuantificaciéon de CD31, expresién de Meox-2 y la co-
colocalizacion de ambos en las células endoteliales del musculo isquémico.

La figura 20 muestra, a la izquierda, imagenes de Doppler con laser tomadas 1y 7 dias después de la isquemia de la
arteria femoral en ratones CD69 WT y CD69 KO de la cepa BALB/c. A la derecha, la figura muestra la cinética del
proceso de revascularizacion que expresa los valores arbitrarios obtenidos a partir del Doppler con laser como la razén
de reperfusion entre la pata con isquemia y sin isquemia en el mismo raton.

La figura 21 muestra el analisis de las respuestas de Th17 en los ganglios linfaticos popliteos durante la primera
semana después de la isquemia de la arteria femoral. El porcentaje de células Th17 se analizé después del marcaje
intracelular con IL-17 mediante citometria de flujo.

La figura 22 muestra, a la izquierda, imagenes de Doppler con laser tomadas 7 dias después de la isquemia de la
arteria femoral en quimeras irradiando ratones BL/6 CD69 WT y reconstituidas con médula 6sea de Rag2-/-yc-/- y BL/6
CD69WT o CD69KO, en una razén 3:1, respectivamente. A la derecha, la figura muestra la cinética del proceso de
revascularizacién que expresa los valores arbitrarios obtenidos a partir del Doppler con laser como la razén de
reperfusion entre la pata con isquemia y sin isquemia en el mismo ratén.

La figura 23 muestra los niveles de expresion de miR-721 en el suero de quimeras BM BL/6 CD69WT y KO con
isquemia de la arteria femoral. Los niveles en suero de miR-721 se midieron mediante gPCR los dias 1, 3y 7 después
de la isquemia.

La figura 24 muestra los niveles de expresion de Meox-2 y Cux1 medidos mediante gqPCR en el musculo aductor 7
dias después de la isquemia femoral.

La figura 25 muestra que los ratones CD69KO presentan inflamacion exacerbada en el miocardio durante la fase
aguda de MAE. (a) Muestra la imagen tomada mediante tomografia molecular de fluorescencia, que muestra la
infiltracion de neutrofilos en el miocardio de ratones WT y CD69KO inmunizados por via subcutanea con CFA/MyHCa
o CFA/PBS en el caso de los controles. (b) Muestra la intensidad de la sonda ProSense 750 FAST (que detecta
elastasa activada) medida por medio de tomografia molecular de fluorescencia en ratones WT y CD69KO durante la
fase aguda de MAE. Es un experimento representativo de un total de 3 experimentos independientes (n = 6 ratones
por grupo) (* P <0,05, analisis de varianza (ANOVA) de un factor).

La figura 26 muestra el modelo de miocarditis autoinmunitaria experimental (MAE). El modelo de ratén con MAE se
induce por medio de inmunizacién de un péptido derivado de la cadena pesada de a-miosina (MyHCa) emulsionada

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2791415713

con CFA (adyuvante completo de Freund) en los dias 0 y 7. Después de 21 dias, los ratones estan en la fase aguda
de la enfermedad, momento en el que se sacrificaron los animales y se extrajeron sus corazones para estudiar la
expresion de los miARN presentes en los mismos.

La figura 27 muestra los niveles de expresion de miARN en el corazén durante la fase aguda de MAE. Se midio la
expresion relativa de miR-721 y miR-155 en el corazén de ratones WT y CD69KO durante la fase aguda de MAE
mediante gPCR. Las barras de error representan la media + D.E. de 3 experimentos independientes (n = 6). (* P <0,05,
** P <0,01, analisis de varianza (ANOVA) de un factor).

La figura 28 muestra los niveles de expresion de miARN en suero durante la fase aguda de MAE. Se midi6 la expresion
relativa de miR-721 y miR-155 en suero sanguineo de ratones WT y CD69KO durante la fase aguda de MAE mediante
gPCR. Las barras de error representan la media + D.E. (n = 6). (* P <0,05, ** P <0,01, analisis de varianza (ANOVA)
de un factor).

La figura 29 muestra el analisis de linfocitos T CD4* totales en la sangre de pacientes con miocardiopatias. Se
analizaron los porcentajes de linfocitos T CD4" totales presentes en la sangre de sujetos sanos y pacientes con
miocarditis aguda, miocarditis crénica o miocardiopatia de Takotsubo mediante citometria de flujo. (ns = sin diferencias
significativas, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, analisis de varianza (ANOVA) de un factor).

La figura 30 muestra el analisis de linfocitos T417 en la sangre de pacientes con miocarditis y miocardiopatias
dilatadas. Se analizaron los porcentajes de linfocitos Ty17 con respecto a las células T CD4" totales presentes en la
sangre de sujetos sanos y pacientes con miocarditis aguda, miocarditis cronica o miocardiopatia de Takotsubo
mediante citometria de flujo. (ns = sin diferencias significativas, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, analisis de varianza
(ANOVA) de un factor).

La figura 31 muestra el analisis de linfocitos Treg en la sangre de pacientes con miocarditis y miocardiopatias dilatadas.
Se analizaron los porcentajes de linfocitos Treg totales, Treg indiferenciados y Treg de memoria presentes en la sangre
de sujetos sanos y pacientes con miocarditis aguda, miocarditis crénica o miocardiopatia de Takotsubo mediante
citometria de flujo. (ns = sin diferencias significativas, * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, analisis de varianza (ANOVA)
de un factor).

La figura 32 muestra los niveles de expresion de miARN en el plasma sanguineo de pacientes con miocarditis y
miocardiopatias dilatadas. Se midid la expresion relativa de miR-155 y miR-721 en el plasma sanguineo de sujetos
sanos y pacientes con miocarditis aguda, miocarditis cronica y sindrome de Takotsubo mediante gPCR. Las barras de
error representan la media + D.E. (analisis de varianza (ANOVA) de un factor).

La figura 33 (A) muestra los niveles de expresién de miR-721 de ratén en el suero de ratones en la fase aguda de
MAE (parte izquierda) y los niveles de expresion de miR-721 y miR-155 humanos en el plasma sanguineo de pacientes
con miocardiopatias (parte derecha). (B) Esquema del modelo de raton de ligadura de la arteria coronaria descendente
para simular un infarto agudo de miocardio usado en este estudio, se muestran los niveles de Th17 y miR-721 murino
en la sangre y el plasma, respectivamente. La barra de color naranja representa la manifestacion de los sintomas
clinicos (dolor toracico, fatiga, ECG alterado...).

Figura 34. MiR-721 esta presente en exosomas de células inmunitarias con induccion de MAE. A. Analisis mediante
RT-gPCR de la expresion de miR-721 en exosomas de los ganglios linfaticos drenantes (dLN) recogidos de ratones
CD69-/- y de tipo natural con induccion de MAE in vivo. N = 6 animales por grupo (media con E.E.M.). B. Analisis de
la expresion de miR-721 en exosomas de células Treg y Th17 clasificadas cultivadas durante 48 h. ND significa no
detectado. Media + E.E.M.

La figura 35 muestra los parametros clinicos de algunos de los pacientes con IAM y miocarditis incluidos en el estudio.
ECG,; electrocardiograma, IRM; obtenciéon de imagenes por resonancia magnética, ABX; antibiéticos, CK; creatinina
cinasa.

La figura 36 muestra el analisis mediante citometria de flujo de los linajes hematopoyéticos en pacientes con
miocarditis aguda (Myo) e infarto agudo de miocardio (IAM) en comparacion con voluntarios sanos. Se muestran los
porcentajes de granulocitos, monocitos, células T CD4* (A). Las células CD4* de regulacion posterior al analisis
muestran los porcentajes de Th1, Th17, Th22 y células T reguladoras indiferenciadas y de memoria en las muestras
anteriores (B).

La figura 37 muestra los niveles de expresion de miARN en el plasma sanguineo de pacientes con miocarditis aguda
(Myo) y pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM) en comparacién con voluntarios sanos (A). Niveles de
expresion de miARN en la fraccion exosomica del plasma sanguineo obtenido después del aislamiento mediante
precipitacion con polietilenglicol (PEG) (B).

La figura 38 muestra un esquema del enfoque diagnostico propuesto como biopsia liquida cardiovascular. Durante la
progresion de la miocarditis, los sintomas aparecen cuando la poblacién Th17 circula en la sangre, de modo que puede
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detectarse la presencia de hsa-miR-721/155 en el plasma sanguineo y los exosomas secretados. Ademas, después
de un IAM cuando aparecen los sintomas, la poblacion Th17 esta ausente en la sangre y, por tanto, no puede
detectarse hsa-miR-721/155 en el plasma sanguineo o los exosomas secretados. Estas diferencias en las dos
miocardiopatias hacen posible usar la presencia de hsa-miR-721/155 en plasma sanguineo o los exosomas como
marcador de diagnostico diferencial para pacientes con miocarditis simplemente tomando una muestra de sangre o
con una “biopsia liquida cardiovascular” sin la necesidad de realizar una biopsia endomiocardica.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente invencion, basandose en la determinacién de que los ratones con miocarditis presentan niveles de
expresion de miR-721 y miR-155 en suero sanguineo mucho mayores que los de ratones de control, se analiz6 la
expresion de estos miARN en el plasma de pacientes con diferentes miocardiopatias. El resultado fue un aumento
extraordinario de la expresion de miR-721 y miR-155 en el plasma de pacientes con miocarditis aguda en comparacion
con sujetos sanos. Los pacientes en la fase crénica de la enfermedad también presentaron niveles de expresion de
estos miARN que fueron mucho mayores que los de voluntarios sanos, pero no tan altos como durante la fase aguda.
Ademas, con respecto a la miocardiopatia de Takotsubo, el aumento espectacular de la expresion de miR-721 y miR-
155 en la sangre de pacientes con este sindrome en comparacion con sujetos de control es sorprendente. Estos
resultados sefialan el posible papel de estos miARN en la fisiopatologia de la miocarditis, preferiblemente durante el
episodio agudo, y la miocardiopatia dilatada. En este sentido y basandose en estos resultados, la presente invencion
proporciona una nueva estrategia para el diagndstico de miocarditis, en particular durante el episodio agudo,
basandose en la determinacion de miR-721 y/o miR-155 en muestras de sangre, suero o plasma.

Ademas, se observa que cuando un paciente llega al hospital con un dolor en el térax, a menudo es dificil distinguir
entre infarto agudo de miocardio (IAM) y miocarditis porque estas dos patologias comparten la mayoria de los
sintomas, tales como arritmias, elevacion del segmento ST, los niveles circulantes de troponina o proteina C reactiva
(Fung et al, 2016), etc. Por tanto, los médicos clinicos habitualmente realizan técnicas invasivas para tratar el IAM,
puesto que esta enfermedad es mas dafina. Sin embargo, el fenotipo autoinmunitario caracterizado por un alto nivel
de células T CD4+ y de Treg/Th17 en pacientes con miocarditis no se observa en pacientes con IAM. Ademas, los
resultados recientes del laboratorio de los inventores mostraron que miR-721 no se expresa en el suero de modelos
de ratén para infarto de miocardio justo después del episodio, sino sélo alrededor de dos semanas mas tarde,
igualando el pico de respuesta de Th17 desarrollado tras un infarto para resolver la lesion. Puesto que miR-721 esta
altamente regulado por incremento en pacientes con miocarditis aguda y crénica cuando llegan al hospital, es un
potente biomarcador para la miocarditis. Por tanto, la estrategia no invasiva propuesta en la presente invencién es un
enfoque rapido y eficiente para dilucidar el diagndstico entre estos dos eventos cardiovasculares.

Ademas, el aumento extraordinario de la expresion de miR-721 en el plasma de pacientes con miocarditis aguda en
comparacion con sujetos sanos se debe al hecho de que miR-721 esta presente significativamente en los exosomas
de las células Th17. Hasta donde saben los inventores, esta es la primera vez que se describe que MiR-721 esta
regulado por incremento en los exosomas de Th17 en enfermedades caracterizadas por una respuesta de Th17
exacerbada (véanse los ejemplos 5.1 o 5.2) tales como miocarditis, en particular durante el episodio agudo. Tal
aumento extraordinario debido a su localizacién aumentada en los exosomas facilita la deteccion de dicho biomarcador
(miR-721) en muestras no invasivas tales como muestras bioldgicas de sangre, suero o plasma y, por tanto, el
diagndstico de enfermedades tales como miocarditis aguda en sujetos humanos.

Asi, un primer aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para obtener datos utiles para diagnosticar una
miocardiopatia en un sujeto humano, preferiblemente para la deteccion o el diagnéstico de una miocardiopatia en un
sujeto humano, en el que el método comprende usar, como indicador, los niveles de expresion obtenidos a partir de
una muestra bioldgica aislada del sujeto humano, de uno o mas de los siguientes miARN: miR-721 y/o miR155, y
obtener un resultado del método al comparar los niveles de expresién de dichos uno o mas miARN con un valor de
referencia o con los niveles de expresion de un control, indicador de la ausencia de tal miocardiopatia.

En la presente invencién, SEQ ID NO 1 se entiende como CAGUGCAAUUAAAAGGGGGAA (secuencia de
miR-721 murino). Las variaciones de dicha secuencia asociadas con las diferentes secuencias de miR-721 en
diferentes especies estan incluidas en esta definicion, tales como la secuencia de miR-721 en humanos que es

UCUUGCAAUUAAAAGGGGGAA jjystrada en el presente documento como SEQ ID NO 4. Hsa-miR-721 esta
ubicado dentro de la regién: secuencia de referencia de NCBI: NC_000008.11 (REGION: 95353371...95353588).

En el articulo de Wheeler G. et al., FEBS Letters 2006, en el que se identific6 miR-721 de ratéon, se establece que no
se encontraron secuencias homologas en el genoma humano. Sin embargo, una region de 21 nucleétidos del
precursor de raton esta conservada en el genoma del mono y el humano (véase la figura 13). Los 18 nucledtidos en
5’ de la coincidencia humana de 21 nucleétidos fueron idénticos a los ultimos 18 nucleétidos del miARN de raton
clonado vy los ultimos 3 nucledtidos de la coincidencia humana de 21 nucleétidos también fueron idénticos a la
secuencia del genoma del ratén tras la secuencia de miARN clonado. El miR-721 humano predictivo se localizé en el
cromosoma 8, GRCh38.p7. El hsa-miR-721 humano predictivo se detecta con sondas de ratén para Mmu-miR-721.
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En la presente invencion, SEQ ID NO 2 se entiende como UUAAUGCUAAUUGUGAUAGGGGU (miR-155 murino)

y SEQ ID NO 3 se entiende como UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU (miR-155 humano).

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, ejemplos ilustrativos no limitativos de dichas muestras
bioldgicas incluyen diferentes tipos de muestras de tejido, asi como muestras de liquidos bioldgicos, tales como
sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal y heces. Preferiblemente, dichas muestras son
muestras bioldgicas de sangre, suero o plasma.

En otra realizacién preferida del primer aspecto de la invencion, la miocardiopatia es miocarditis, sindrome de
Takotsubo, cardiopatia dilatada, isquemia periférica o Chagas. Mas preferiblemente, la miocardiopatia es miocarditis
aguda.

Otra realizacién preferida del primer aspecto de la invencion o cualquiera de sus realizaciones preferidas usa, como
indicador, los niveles de expresion de uno o mas miARN tales como los definidos en SEQ ID NO: 3 o 4 anteriores, y
en los que el resultado es un indicador de la existencia de una miocarditis, preferiblemente una miocarditis aguda, o
del sindrome de Takotsubo si:

(i) los niveles de miARN definidos en SEQ ID NO: 3 han aumentado con respecto a un valor de referencia o
con respecto a los niveles de expresion de un control, indicador de la ausencia de la enfermedad; y/o

(ii) los niveles de miARN definidos en SEQ ID NO: 4 han aumentado con respecto a un valor de referencia o
con respecto a los niveles de expresion de un control, indicador de la ausencia de la enfermedad.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero o plasma y dicha muestra bioldgica se trata
con un agente de lisis tal como una composicion de detergente o agentes caotropicos y/o lisis fisica (por ejemplo,
ultrasonidos, agitacion vigorosa), capaces de romper la membrana de los exosomas de modo que tales exosomas, en
particular los exosomas de las células Th17, liberen su contenido al exterior y, por tanto, liberen miARN tal como miR-
721.

En este sentido, se observa que los procedimientos de extraccion y manipulacion de sangre, suero o plasma deben
mejorarse enormemente para el analisis de miARN con el fin de detectar de manera fiable las diferencias entre
pacientes sanos y enfermos. Ademas, las ribonucleasas presentes en la sangre pueden degradar el ARN libre tras la
extraccion, lo que hace que el miARN extracelular corra el riesgo de degradarse. Por consiguiente, estos factores han
disminuido la sensibilidad y la especificidad de los ensayos de biomarcadores de miARN. Los miARN secretados por
las células sanguineas a los exosomas estan protegidos frente a la degradacion y tienen un mayor potencial como
biomarcadores. Para mejorar el uso de miARN como biomarcadores, los exosomas o bien deben aislarse de la sangre,
el suero o el plasma mediante diferentes métodos y luego los miARN deben liberarse desde el interior con un agente
de lisis para romper la membrana de los exosomas o bien simplemente romperse sin aislarse previamente de modo
que liberen su contenido al exterior y, por tanto, liberen miARN tal como miR-721 en la muestra (en la tabla 1 a
continuaciéon se muestran ejemplos de agentes de lisis Utiles en la presente invencion). En cualquier caso, el hecho
de que esta es la primera vez que se describe que miR-721 esta regulado por incremento en los exosomas de las
células Th17 en las muestras de sangre, suero o plasma de pacientes que padecen miocarditis aguda, revela el uso
de miR-721 en estas muestras como la herramienta mas valiosa para detectar de manera fiable diferencias entre
pacientes sanos y enfermos.

Tabla 1.
Agente Férmula Masa molar Densidad Solubilidad Aplicacion
caotrépico quimica

Cloruro de CHsCIN3 95,53 g - mol' |1,354 g/cm?® a |muy soluble en Agente

guanidinio 20°C agua y etanol desnaturalizante

Urea CH4N20O 60,06 g - mol |1,32 g/cm®  |Solubilidad en agua |Agente
desnaturalizante

Tiourea CH4N2S 76,12 g/mol 1,405 g/ml Solubilidad en agua |Agente
desnaturalizante

Fenol CesHsO 94,11 g - mol' |1,07 g/cm®  |Solubilidad en agua |Agente
desnaturalizante
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Detergente CMC MMW MMr | Concentracion| Facil de Aplicacion
de trabajo retirar
Anidnico
SDS (docecil- 8,3 288.,4 18.000 |[>10mgpor [NO Proteinas
sulfato de sodio) mg de prot. desnaturalizantes
DOC (acido 1-4 416,6 4.200 0,1-10 mg Solubilizacién de
desoxicolico) proteinas de
membrana.

Zwitteriénico

CHAPS 1- 4 614,9 6.150 16,5-13 mM Si Solubilizacién de

propanosulfonato proteinas de

de (3-(3-colamido- membrana.

propildimetilamonio)

No iénico

Nonidet p-40 0,25 606,6 90.000 (1-10 mM NO Solubilizacién de

(poli(éter de n=11 proteinas

etilenglicol)n de

etilfenol)

n-Octilglucésido 14,5 2924 46 mM Si Detergente suave no
desnaturalizante para
la solubilizacién de
membranas

Monolaurato de 0,2 524.,6 0,2%-5% (p/v) INO Solubilizacion

sacarosa suave/estabilizacion de
proteinas de
membrana.

Triton X100 0,2 647,10 90.000 (13,5 NO Solubilizacién/proteinas

(poli(éter de n=10 desnaturalizantes.

etilenglicol)n de

octilfenol)

Tween 20 0,06 1228 >10mg/mg [NO Detergente no

(monolaurato de n=20 de lipidos de desnaturalizante.

poli(oxietileno)n- membrana

sorbitano)

En el contexto de la presente invencion, el término “composicion de detergente” se entiende como una composicion
que comprende moléculas anfipaticas (que contienen cabezas hidrofilas polares y colas hidréfobas apolares) que
permiten la rotura y la formacion de interacciones hidréfobas-hidréfilas entre las moléculas. En la investigacion
bioldgica, los detergentes tales como el oxietileno, el terc-octilfenol o los polimeros de éter de etilenglicol se usan para
solubilizar membranas derivadas de células, tales como membranas plasmaticas, membranas de organulos o
exosomas extracelulares para permitir la liberaciéon de su contenido. Para no interferir con proteinas solubles, puede
usarse n-octilglucésido u otro detergente suave no desnaturalizante para la solubilizacién de proteinas.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero o plasma y tal muestra biologica se trata de
modo que se obtenga la fraccion exosomica de las células Th17 y se realiza la determinacion de los niveles de
expresion de miR-721 en tal fraccién exosémica mediante el uso de un agente de lisis, tal como una composicion de
detergente o agentes caotropicos y/o lisis fisica (por ejemplo, ultrasonidos, agitacion vigorosa), capaces de romper la
membrana de los exosomas de modo que tales exosomas, en particular los exosomas de las células Th17, de modo
que tales exosomas liberen su contenido al exterior y, por tanto, liberen miARN tal como miR-721.

Los exosomas son vesiculas extracelulares derivadas de células con un diametro que oscila desde 30 hasta 300 nm
presentes en liquidos bioldgicos y medios cultivados de cultivos celulares. Contienen proteinas, metabolitos y acidos
nucleicos tales como ARNm y ARN no codificantes recubiertos con una membrana bicapa lipidica. La fraccion
exosomica corresponde a todos los exosomas de una muestra biolégica o un medio de cultivo celular particular.

En el contexto de la presente invencion, la fraccion exosémica de las células Th17 puede obtenerse a partir de
cualquier técnica conocida para el experto. Por ejemplo, se cultivaron suspensiones celulares de los ganglios linfaticos
6 dias después de la induccién de MAE (2x107 células/ml) durante 48 h en medio TexMACS libre de exosomas
(Miltenyl Biotech) con péptido MyHC (10 ug/ml) e IL-23 (10 ng/ml). Posteriormente, se clasifica para IL-17eGFP usando
el clasificador de células Aria Il FACs de BD/el clasificador de células Synergy 4L de iCyt. Las células clasificadas se
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cultivaron de nuevo en medios TexMACS con péptido MyHC e IL-23 para la expansion de células IL-17+ (Th17). Se
recogieron los sobrenadantes de Th17 tras la clasificacion después de 48 h. En resumen, se sedimentaron el resto de
las células (2000 rpm durante 10 min). Para el aislamiento de exosomas, se precipitaron los sobrenadantes de cultivo
afadiendo 0,4 volumenes de polietilenglicol 6000 al 50% (Sigma Aldrich) en NaCl 375 mM a las muestras,
almacenando durante 30 minutos a 4°C y con centrifugacion a 1500 g a 4°C. En otra realizacion preferida del primer
aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el resultado puede obtenerse por medio de:

(i) un método de obtencidn de perfiles génicos, tales como un microalineamiento; y/o
(ii) un método que comprende PCR, tal como PCR en tiempo real; y/o
(iii) transferencia de tipo Northern.

Preferiblemente, el resultado se obtiene por medio de PCR cuantitativa en tiempo real.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencién o cualquiera de sus realizaciones preferidas, el método
se lleva a cabo in vitro usando una muestra del sujeto humano, y en el que en el momento de tomar la muestra del
sujeto humano, el sujeto humano no esta tratandose para miocardiopatia.

En otra realizacién preferida del primer aspecto de la invenciéon o cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
expresion de miARN se normaliza.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método para clasificar un sujeto humano en uno de dos grupos,
en el que el grupo 1 comprende los sujetos que pueden identificarse por medio del método segun el primer aspecto
de la invencion, y en el que el grupo 2 representa los sujetos restantes.

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un agente terapéutico
adecuado para tratar a un sujeto humano del grupo 1 que puede identificarse por medio del método de la reivindicacion
11.

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un método para el diagnéstico diferencial de infarto agudo de miocardio
frente a miocarditis aguda en un sujeto humano que se sospecha que padece cualquiera de estas patologias, en el
que el método comprende usar, como indicador, los niveles de expresion obtenidos a partir de una muestra biolégica
aislada del sujeto humano, de miR-721, y obtener un resultado del método comparando los niveles de expresion de
dicho miARN con un valor de referencia o con los niveles de expresion de un control, en el que una expresion
aumentada de miR-721 es indicativa de miocarditis aguda y la ausencia de expresion es indicativo de infarto agudo
de miocardio.

En una realizacion preferida del cuarto aspecto de la invencion, los ejemplos ilustrativos no limitativos de dichas
muestras incluyen diferentes tipos de muestras de tejido, asi como muestras de liquidos bioldgicos, tales como sangre,
suero, plasma, liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal y heces. Preferiblemente, dichas muestras son muestras
bioldgicas de sangre, suero o plasma.

En otra realizacion preferida del cuarto aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero o plasma y tal muestra bioldgica se trata con
un agente de lisis tal como una composicion de detergente o agentes caotropicos y/o lisis fisica (por ejemplo,
ultrasonidos, agitacion vigorosa), capaces de romper la membrana de los exosomas de modo que tales exosomas, en
particular los exosomas de las células Th17, liberen su contenido al exterior y, por tanto, liberen miARN tal como miR-
721.

En otra realizacion preferida del cuarto aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero o plasma y dicha muestra bioldgica se trata
de modo que se obtenga la fraccion exosomica de las células Th17 y se realiza la determinacion de los niveles de
expresion de miR-721 en tal fraccion exosémica mediante el uso de un agente de lisis, tales como una composicion
de detergente o agentes caotrdpicos y/o lisis fisica (por ejemplo, ultrasonidos, agitacion vigorosa), capaces de romper
la membrana de los exosomas, de modo que tales exosomas liberen su contenido al exterior y, por tanto, liberen
miARN tal como miR-721.

En otra realizacion preferida del cuarto aspecto de la invencion o de cualquiera de sus realizaciones preferidas, el
resultado puede obtenerse por medio de:

(i) un método de obtencidn de perfiles génicos, tales como un microalineamiento; y/o
(ii) un método que comprende PCR, tal como PCR en tiempo real; y/o

(iii) transferencia de tipo Northern.
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Preferiblemente, el resultado se obtiene por medio de PCR cuantitativa en tiempo real.

En otra realizacion preferida del cuarto aspecto de la invencién o cualquiera de sus realizaciones preferidas, la
expresion de miARN se normaliza.

Un quinto aspecto de la invencion se refiere a un método de tratamiento de un sujeto humano que se sospecha que
padece infarto agudo de miocardio o miocarditis aguda, en el que dicho método comprende realizar el diagnostico
diferencial segun el cuarto aspecto de la invencién o segun cualquiera de sus realizaciones preferidas, en el que si
hay una expresién aumentada de miR-721 en la muestra biolégica, el paciente se trata para miocarditis aguda y en el
que si hay una ausencia de expresion de miR-721 en la muestra bioldgica, el paciente se trata para infarto agudo de
miocardio.

En el contexto de la presente invencion, los tratamientos adecuados para la miocarditis aguda son limitados, siendo
principalmente el trasplante de corazon y los dispositivos de asistencia mecanica. En particular, se han considerado
tres enfoques principales para el tratamiento de la miocarditis aguda:

— Inhibicion de patdégenos (solo para miocarditis inducida por virus); los IFN son el agente antiviral usado mas
habitualmente. Sin embargo, la aplicacion clinica de agentes antivirales esta limitada por el direccionamiento
inespecifico, los mecanismos poco claros y los efectos secundarios.

— Modulacion inmunitaria; la fase aguda de la miocarditis se caracteriza por necrosis y apoptosis de miocitos y
respuestas autoinmunitarias exageradas. Por tanto, la aplicaciéon de farmacos inmunosupresores es el
tratamiento de eleccién: se ha sometido a prueba la prednisona, farmacos antiinflamatorios no esteroideos o
inmunoglobulinas intravenosas (IGIV), aunque los resultados obtenidos siguen siendo controvertidos debido
a la variabilidad etiologica de la enfermedad.

— Terapia para insuficiencia cardiaca: incluyendo inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina,
blogueantes de los receptores de angiotensina Il, B-bloqueantes, antagonistas de aldosterona y bloqueantes
de los canales de calcio. Los soportes circulatorios mecanicos para la funcién cardiaca también ayudan en la
recuperacion de la miocarditis. Aunque dichos soportes no pueden curar la miocarditis en si misma, los
dispositivos permiten evitar la muerte y aumentan la longevidad de supervivencia de los pacientes,
especialmente en aquellos con choque cardiogénico.

En el contexto de la presente invencion, los tratamientos adecuados para la terapia inicial del infarto agudo de
miocardio deben dirigirse hacia la restauracion de la perfusion lo antes posible para salvar la mayor cantidad posible
de miocardio en peligro. Esto puede lograrse a través de medios médicos o mecanicos, tales como la intervencion
coronaria percutanea (PCI, por sus siglas en inglés) o la cirugia de revascularizacion coronaria (CABG, por sus siglas
en inglés).

Aunque el tratamiento inicial de los diferentes tipos de sindrome coronario agudo (SCA) puede parecer similar, es muy
importante distinguir si el paciente tiene un IM con elevacion del segmento ST (IMCEST) o uno SEST (IMSEST),
porque las terapias definitivas difieren entre estos dos tipos de IM. Las consideraciones y diferencias particulares
involucran la urgencia de la terapia y el grado de evidencia con respecto a las diferentes opciones farmacoldgicas. La
atencion prehospitalaria especifica incluye lo siguiente:

Via intravenosa, administracion de oxigeno, pulsioximetria.

Administracién inmediata de aspirina en via.

Nitroglicerina para el dolor toracico activo, administrado por via sublingual o mediante pulverizacion.
Telemetria y electrocardiografia (ECG) prehospitalarias, si estan disponibles.

El tratamiento del infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (IMCEST) se basa en dos componentes
esenciales y clave: reconocimiento rapido y reperfusion oportuna. Por tanto, deben colocarse e implementarse
sistemas para impedir demoras en el tratamiento de pacientes que desarrollan IMCEST. La minimizacién de las
demoras se ha asociado con desenlaces globales mejorados, asi como con una reduccion de la morbimortalidad a
largo plazo. La intervencion percutanea primaria (PCl) se define como una intervencidon coronaria percutanea
emergente en el contexto de IMCEST, sin tratamiento fibrinolitico previo. Es la estrategia de reperfusion preferida en
pacientes con IMCEST. La fibrindlisis es una estrategia de reperfusion importante, particularmente en entornos en los
que la PCI primaria no puede ofrecerse a pacientes con IMCEST dentro de los plazos recomendados. El beneficio de
la terapia fibrinolitica en pacientes con IMCEST esta bien establecido, y el mayor beneficio se observa cuando se
administra de manera temprana (en el plazo de las 12 horas posteriores al inicio sintomatico) y en pacientes con el
mayor riesgo cardiovascular.

Los agentes anticoagulantes son una terapia complementaria importante para la terapia de reperfusion,
independientemente de la estrategia elegida (es decir, ya se trate de PCI primaria o terapia de fibrindlisis). Existen
diferentes agentes anticoagulantes disponibles; la utilidad de cada agente depende del contexto clinico, teniendo en
cuenta el método de reperfusion.
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Todos los pacientes con IMCEST deben recibir una dosis de aspirina de carga empirica (de 150,5 a 325 mg) de la
manera mas temprana posible y antes de la reperfusion, independientemente del método de reperfusion. Debe
prescribirse una dosis de mantenimiento de por vida (de 75 a 81 mg) diariamente a todos los pacientes después de
un IMCEST.

Un sexto aspecto de la invencion, se refiere a un kit o dispositivo que comprende al menos uno o mas oligonucleétidos
capaces de hibridarse con cualquiera de los miARN definidos en los aspectos primero o cuarto de la invencion,
preferiblemente para la hibridacién con miR-721 y/o miR-155, mas preferiblemente para la hibridacion con SEQ ID NO
4, medios para detectar dicha hibridacion y un agente de lisis tal como se definié anteriormente. Preferiblemente, dicho
kit o dispositivo comprende adicionalmente un cebador oligonucleotidico de poliT y el/los oligonucledtido(s) se
inmoviliza(n) opcionalmente en manchas en una superficie, preferiblemente en la superficie de un microalineamiento.

Tal como se usa en el presente documento, “medios para detectar dicha hibridaciéon” se entiende como ADN
complementario marcado, ARN, hebra de acido nucleico modificado (es decir, sonda) para localizar una secuencia de
miARN en muestras biolégicas tales como una muestra de sangre, suero o plasma o en una porcién o seccion de
tejido, en todo el tejido o las células.

Un séptimo aspecto de la invencién se refiere al uso in vitro del kit tal como se define en el sexto aspecto de la
invencion o de un kit o dispositivo que comprende al menos uno o mas oligonucleétidos capaces de hibridarse con
uno cualquiera de los miARN definidos en cualquiera de los aspectos primero o cuarto de la invencién, para detectar
o diagnosticar u obtener datos utiles para diagnosticar una miocardiopatia en un sujeto humano. Preferiblemente,
dicho kit o dispositivo comprende adicionalmente un cebador oligonucleotidico de poliT y el/los oligonucledétido(s) se
inmoviliza(n) opcionalmente en manchas en una superficie, preferiblemente en la superficie de un microalineamiento.
Mas preferiblemente, el uso de dichos kits o dispositivos es para detectar o diagnosticar u obtener datos utiles para
diagnosticar una miocarditis, preferiblemente una miocarditis aguda, infarto agudo de miocardio o para diagnosticar el
sindrome de Takotsubo en un sujeto humano.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere a una secuencia de nucleétidos que consiste en SEQ ID NO 4.
Un noveno aspecto de la invencion se refiere a una hebra de ADN, ARN o acido nucleico modificado (es decir, sonda)
completamente complementaria (100% complementaria) capaz de hibridarse con la secuencia de miARN SEQ ID NO

4, en particular sin apareamientos erréneos.

Una realizacion preferida de los aspectos octavo o noveno de la invencion se refiere a un constructo genético, tal como
una secuencia de ADN, capaz de transcribir la secuencia de miARN SEQ ID NO 4.

Los siguientes ejemplos ayudan a ilustrar pero no limitan la presente invencion.
Ejemplos

Ejemplo 1. Clonacion de miARN-721 y caracterizacion de sus genes diana

El miARN-721 se describio por primera vez en un articulo sobre tejido cerebral de embriones de raton, en el que se
estudio la expresion del mismo durante la embriogénesis del sistema nervioso central (Wheeler et al., FEBS Letters
2006). En este articulo, se identific6 miARN como miRY y posteriormente se introdujo en miR Base como mir-721.
Este miARN esta ubicado en el cromosoma 5 dentro de la regién no codificante del gen CUX1. miR-721 pertenece a
la familia de miARN miR-130/301/721 (figura 1).

Para estudiar este microARN en profundidad y su papel en la regulacion de la inflamacion y, por tanto, en
enfermedades cardiovasculares, se cloné el miARN en vectores de expresion para realizar ensayos de pérdida y
ganancia de funcion, asi como para la validacion funcional de los posibles genes diana de este miARN. Puesto que
los ensayos deben realizarse esencialmente en células primarias, se han sometido a prueba vectores de expresion
retrovirales y lentivirales, porque son las herramientas mas eficientes para la expresion génica en células de mamiferos
dada su alta capacidad de integrarse en el genoma de la célula huésped.

1.2. Clonacion de miR-721 y secuencias de esponja

Para la clonacién, se disefiaron varias secuencias flanqueantes de la secuencia de miR-721 inmaduro, de alrededor
de 50, 75 y 100 pares de bases (en ambos sentidos, 5’ y 3’), para garantizar el procesamiento correcto de miARN
inmaduro en miARN maduro, debido a que se requiere una estructura secundaria plegada debidamente para tener
miARN maduro y funcional (figuras 2 y 3). Finalmente, se usa un vector lentiviral murino (vector pSIN-BX/pHRSIN)
para infectar células primarias con pre-miARN-721 con un alto rendimiento (figura 5).

Ademas, se usa el sistema de esponja para silenciar miR-721, que consiste en la sobreexpresion de la secuencia
complementaria de miARN maduro en un vector lentiviral murino (vector pPCDH-CMV-MCS-EF1-copGFP), que actua
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como amortiguacion que bloquea las moléculas funcionales del miARN de interés. Esta construccion contiene 4
secuencias complementarias separadas por espaciadores que tienen entre 4 y 5 pares de bases (figuras 4 y 5). Estas
secuencias de silenciamiento, que son especificas para miARN y han permitido estudiar el efecto de la pérdida de
funcién de miARN en ensayos in vitro funcionales, también seran muy utiles para estudiar la funcién in vivo de los
mismos.

Las particulas lentivirales se producen mediante transfeccion (método de fosfato de calcio) de la linea celular HEK293
con el plasmido en el que la secuencia de interés de la presente invencion se expresa junto con la polimerasa lentiviral
y los plasmidos de la envuelta. Recogen los lentivirus del sobrenadante de cultivo y se concentran mediante
ultracentrifugacion. Se mantiene la reserva viral a -80°C hasta su uso (figura 5). Se evalla la capacidad infecciosa de
cada lote mediante infeccidon con diferentes concentraciones de la preparaciéon lentiviral en células Jurkat. Se
determinan los niveles de infeccidn cuantificando las células GFP+ mediante citometria de flujo.

1.3. Expresiéon de miR-721 en células primarias de ratén

Se llevaron a cabo estos ensayos en células primarias de raton. Se expresa miARN-721 en linfocitos T,
fundamentalmente en células Th17, y la expresion de CD69 limita los niveles de miR-721 en estas células (figura 6).

Sin embargo, puesto que las células Th17 son dificiles de obtener y mantener en cultivo, se usan células endoteliales
de pulmén de raton (MLEC) para realizar estos ensayos. Al igual que en las células CD4 indiferenciadas de los ratones
CD69 WT, en estas células se encuentra que la expresion de miR-721 no se detecta en MLEC de animales CD69WT.
Ademas, la estimulacion de MLEC con PMA/iono. o TNFa no mitiga la expresion de miR-721 en ratones CD69WT
(figura 7). Sin embargo, las MLEC aislados de ratones CD69KO expresan niveles detectables de miR-721 en la
homeostasis y la expresion del mismo es inducible después de la activacion con PMA/iono. (figura 7).

1.4. Validacion de genes diana de miR-721

Se ha descrito un Unico gen diana validado como diana para miR-721, el gen Meox-2. La familia de miARN miR-
130/301/721 es un regulador positivo de la generacion de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) por medio de
la represion del gen Meox-2 (Pfaff et al., EMBO reports 2011). El extremo de 3'UTR del gen Meox-2 tiene una
secuencia complementaria con respecto a la familia miR-130/301/721, mediante lo cual estos miARN regulan la
expresion de los mismos (figura 8).

Ademas de Meox-2, se han encontrado secuencias complementarias en el extremo de 3’'UTR de los genes CD69,
CUX1 y receptor de aril-hidrocarburos (AHR) (figura 9), siendo dichos genes de interés en este estudio basandose en
los siguientes motivos: CD69 es la molécula inmunorreguladora estudiada en el laboratorio que desempefia un papel
clave en el control de las respuestas de Th proinflamatorias que provocan miocarditis y cuya accion inhibe la expresion
de miR-721; CUX-1, en cuya secuencia genomica esta codificado el transcrito de miR-721, esta directamente
relacionado con la generacion de vasos, o la angiogénesis, la capacidad de las células endoteliales, procesos
esenciales en la recuperacion tisular después de inflamacion o isquemia; y AHR es un receptor nuclear que
desempefia un papel clave en la diferenciacion y funcion de las células Th17 y de las células T reguladoras (Treg),
que son vitales para los estudios funcionales en el modelo de miocarditis.

Para validar la expresion de estos genes, se realiz6 qPCR en MLEC de ratones CD69WT y KO. Con esta técnica, se
encontré que en presencia de miR-721 en MLEC de CD69KO, se inhibe por completo la transcripcion génica de Meox-
2, CUX1y AHR y solo se expresan después de la activacion con estimulos inespecificos fuertes (PMA/iono.) estimulos
especificos de angiogénesis (TNFa), mientras que las MLEC de CD69WT, que no expresan miR-721, expresan niveles
detectables de estos 3 genes en condiciones de nivel inicial y niveles mucho mayores después de la activacion con
los estimulos (figura 10).

1.5. Ensayos funcionales in vitro

Para realizar estos ensayos, tuvieron que ajustarse con precision las condiciones de infeccion de MLEC, proposito
para el cual es fundamental conocer la titulacion del virus e infectar con una multiplicidad de infeccién (MOI) que sea
suficiente para infectar todas las células de la placa, pero que no ponga en peligro a su vez la viabilidad celular. Se
sometieron a prueba varias concentraciones de particulas lentivirales y se demostré que una MOI = 5 (figura 11) era
6ptima.

Una vez que se ajustaron con precision estas condiciones, se realizaron ensayos in vitro para validar los genes Meox-
2, AHR y CUX1 como dianas de miR-721, tanto sobreexpresando miR-721 como silenciandolo con secuencias de
esponja (figura 12).

Como miR-721 es un nuevo micro-ARN y nunca se ha definido en el genoma humano, se realizé una alineacion de
secuencias de multiples especies del miR-721 murino y se definieron los sitios predictivos para secuencias de miR-
721 de mono y humano (figura 13A). Ademas, se mostraron sitios de union en 3'UTR para los supuestos genes diana
de hsa-miR-721: CD69, AHR y Meox2 (figura 13 B)
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Segun estos resultados, CD69 actuara como represor de miR-721. A su vez, se expresara miR-721 tanto en Th17
como en células endoteliales y reprime la expresion de los genes Meox-2, AHR y CUX1 y, por tanto, procesos de
formacion de nuevos vasos (figura 14).

Ejemplo 2

2.1. Experimentos in vivo para validar el papel de miR-721 en la funcién efectora de células Th17

Puesto que el estudio de la funcion miR-721 en el modelo miocarditis autoinmunitaria experimental (MAE) requiere
experimentos muy extensos y trabajar con tejido altamente inaccesible, el miocardio, un modelo de isquemia en ratdon
del musculo de la extremidad inferior del ratén que se usa ampliamente en investigacion para estudiar la arteriopatia
periférica (APP) se ha desarrollado en el laboratorio. Para ello, se someten los animales a una cirugia que se explica
a continuacion: se realiza una incision de 5 mm en el area inguinal de la pata izquierda que permite la exposicion del
nervio, la vena y la arteria femorales. Se separa cuidadosamente el tejido conjuntivo, y se disecan la vena, la arteria y
el nervio mediante la separacién de la tunica adventicia arterial cerca del area distal a la bifurcacion de la arteria
femoral. Una vez que se separan los tres componentes, se liga la arteria femoral haciendo pasar cuidadosamente bajo
a misma un hilo de sutura y realizando dos nudos quirdrgicos uno cerca del otro. Se corta la arteria femoral entre los
dos nudos que se realizan. Se cosera la incision que se realice después del lavado con solucién salina fisiolégica a
una temperatura moderada de 37°C. La oclusion de la arteria femoral permitira que la sangre fluya hacia la arteria
colateral, lo que permitira la formaciéon de nuevos vasos sanguineos (neovascularizacion) con la nueva irrigacion
posterior de la pata. El proceso de monitorizacién de la reperfusion del musculo aductor se lleva a cabo mediante
analisis por Doppler con laser (figura 15).

La inflamacion y las anomalias autoinmunitarias desempefian un papel crucial en la progresion de la insuficiencia
cardiaca y vascular. Entre otras moléculas, se han propuesto los microARN como una de las herramientas mas
innovadoras para el desarrollo de terapias contra enfermedades inflamatorias y cardiovasculares. Varios articulos
relacionan las células T cooperadoras 17 (Th17) y las células T reguladoras (Treg) con enfermedades cardiovasculares
tales como sindrome coronario agudo o la insuficiencia cardiaca congestiva. Ademas, los estudios realizados en
ratones después de isquemia de la arteria femoral muestran que Th17 y Treg modulan la neovascularizacion
posisquémica de manera antagonica, revelando un papel crucial de esas células en enfermedades cardiovasculares
tales como arteriopatia periférica (APP). Sin embargo, el papel de los miARN derivados de estas células esta
completamente inexplorado en este campo, dejando una ventana abierta al desarrollo de nuevas herramientas
terapéuticas y de diagnodstico. Este tema se aborda en el laboratorio por medio del analisis del antigeno leucocitario
CD69 como regulador del equilibrio Th17/Treg porque esta molécula puede usarse como enlace de conexién entre la
inflamacion cardiaca mediada por las células Th17 y la insuficiencia cardiaca. Los resultados han demostrado que hay
al menos 80 miARN que se expresan de manera diferencial en células Th17 deficientes en CD69 en comparacion con
WT. De todos estos miARN, este estudio se centra en miR-721 porque sus posibles genes diana son extremadamente
relevantes tanto en la biologia de las células Th17/Treg como en enfermedades cardiovasculares, incluyendo entre
ellos SOCS-1, AHR, STAT-3, RORyt o Meox-2. Con la excepcion de Meox-2, estos pares de genes miARN/diana
nunca se han validado ni descrito en células Th17/Treg ni en enfermedades cardiovasculares. Ademas, se ha
encontrado una alta expresion de estos miARN en células linfoides, células cardiacas y suero de ratones con
miocarditis autoinmunitaria o después de isquemia de la arteria femoral, asi como en pacientes con miocardiopatias.

Por tanto, los experimentos de isquemia femoral o APP se basan en la hipétesis de que los ratones CD69KO tendran
respuestas de Th17 exacerbadas y una alta expresion de miR-721. En este modelo, se describe que las células Th17
regulan positivamente los procesos de arteriogénesis (Hata et al., Cardiovascular Research 2011), y que las células
Treg lo hacen de manera negativa, es decir, inhibiendo el proceso de angiogénesis (Zouggari et al., Circulation 2009).

Teniendo en cuenta lo anterior, si la hipotesis de la presente invencion es cierta, el proceso de revascularizacion
después de isquemia deberia potenciarse en los animales CD69KO frente a los animales WT, porque miR-721 actuara
sobre los genes Meox-2 y CUX1, inhibidores de la angiogénesis.

2.2. Estudio del papel de miR-721 vy su gen diana Meox-2 en la neovascularizacién después de isquemia de |a arteria
femoral

Se realizé un estudio de la cinética de las células Th17 y Treg en sangre después de inducir isquemia de la arteria
femoral. Una vez que se compara con los ratones de control, puede observarse un aumento progresivo y significativo
de las células Th17 en la sangre durante los 7 dias tras la cirugia. Sin embargo, a pesar de que se observa un pico en
Treg después de 24 horas, los niveles de Treg disminuyen hasta niveles casi iniciales durante el dia 7 del experimento
(figura 16). Estos datos indican que existe una fuerte respuesta proinflamatoria de las células Th17 que se mantiene
durante una semana después del proceso de isquemia.

El aumento de la respuesta de Th17 7 dias después de la isquemia coincide con un aumento de hasta 40 veces de la

expresion de miR-721 en el suero de estos animales (figura 17), lo que indica que aumentan tanto las respuestas de
Th17 como la expresion de miARN. La deteccién de miR-721 en suero sugiere que podria secretarse por células Th17,
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que estan presentes en un alto porcentaje 7 dias después de la isquemia.

2.3. La expresion del gen diana de miR-721, Meox-2, se inhibe después de inducir isquemia

En células endoteliales del cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer, se ha demostrado que el
silenciamiento de Meox-2 estimula la angiogénesis (Wu et al., Nature Medicine 2005), lo que demuestra que este gen
ejerce una funcion inhibidora sobre la angiogénesis en las células endoteliales. En los experimentos con Meox-2 para
la presente invencion, se induce en tejido del musculo aductor 7 dias después de la isquemia de la arteria femoral, lo
que indica que se activa este gen en este tejido después de la isquemia (figura 18).

Para verificar la inhibicion de Meox-2 en el compartimento endotelial en estos animales, se realiza un analisis mediante
inmunofluorescencia de la expresiéon de Meox-2 en células endoteliales CD31+ en el musculo aductor después de 7
dias desde que se realiza la isquemia femoral (figura 19).

En este andlisis se observa que se inhibe la expresion de Meox-2 en las células endoteliales CD31+ después de la
isquemia (figura 19), lo que indica que en los procesos de angiogénesis se reprime este gen en las células endoteliales
y no en las células musculares.

En un estudio preliminar, se estudié la revascularizacion después de la isquemia de la arteria femoral en la pata
derecha de ratones CD69WT y CD69KO de la cepa BALB/c, dejando la pata izquierda como control. Se llevé a cabo
monitorizacion de la reperfusion del musculo aductor mediante Doppler con laser durante un mes después de la
isquemia. Segun la hipétesis inicial, en la que los ratones CD69KO son mas eficientes en las respuestas de Th17, se
descubrié que la cinética de recuperacion (razéon de reperfusion) de los animales CD69KO es mucho mas rapida en
comparacion con los animales CD69WT (figura 20).

Los ratones CD69KO se han recuperado practicamente de la isquemia 7 dias después de la cirugia, lo que coincide
en estos animales con un aumento muy significativo de los ganglios linfaticos drenantes (popliteos) de las células
Th17 (figura 21). Esto confirma que un aumento de las respuestas de Th17 de los ratones CD69KO favorece el proceso
de revascularizacion.

2.4. El miR-721 generado por las células Th17 ejerce su funcién efectora sobre los genes diana en las células
endoteliales en procesos de revascularizacién después de la isquemia

Anteriormente se describié que las células endoteliales MLEC de animales CD69 WT no expresan miR-721 en
condiciones de homeostasis o después de la activacion con diferentes estimulos, de modo que debe estudiarse el
papel de este miARN en el compartimento linfocitario del ratén. Para ello, se han formado quimeras irradiando ratones
BL/6 CD69 WT reconstituidos con una mezcla de médula 6sea (BM, bone marrow) de animales Rag2-/-yc-/- que
carecian de precursores para células T, B y NK, y de animales BL/6 CD69WT o CD69KO, en una razén de 3:1,
respectivamente. En estas quimeras mixtas, todo el compartimento mieloide pertenece a los animales Rag2-/-yc-/- y,
por tanto, es WT, mientras que se genera el compartimento linfoide a partir de BM de BL/6, que es CD69KO o WT en
cada caso. Ademas, estas quimeras no expresan miR-721 en el endotelio porque todo el tejido no linfoide de los
animales reconstituidos es de fenotipo WT. Por tanto, puede esperarse que el miARN-721 detectado se producira por
las células Th17, y no por las células endoteliales. Después de inducir la isquemia, se observa que las quimeras
reconstituidas con BM BL/6 CD69KO tienen un proceso de revascularizaciéon mas eficiente que las quimeras BM BL/6
CD69WT (figura 22), tal como sucedio en el experimento con animales BALB/c CD69WT y KO, confirmando por tanto
datos previos.

Los niveles de miR-721, asi como los niveles de los genes diana Meox-2 y CUX1 también se han estudiado en estos
ratones. Al igual que en los ratones BALB/c, se induce miR-721 7 dias después de la isquemia en las quimeras BM
BL/6 CD69KO pero no en las quimeras BM BL/6 CD69WT (figura 23).

Mientras que se inhibe por completo la expresion génica de Meox-2 y CUX1 en el tejido muscular de las quimeras BM
BL/6 CD69KO, las quimeras BM BL/6 CD69WT expresan altos niveles de estos genes después de 7 dias desde la
isquemia. Estos datos indican que la alta expresion de miR-721 en el suero de las quimeras CD69KO esta
correlacionada con la inhibicién completa de sus dianas génicas Meox-2 y CUX1 en el tejido muscular (figura 24).
Ademas, la expresion de Meox y CUX1 en las quimeras CD69WT es muy alta en el musculo isquémico, mientras que
practicamente no se detecta miR-721 en el suero de estos animales (figura 23). Teniendo en cuenta que las células
endoteliales de las quimeras no sintetizan miARN-721, puede esperarse que los cambios observados en los genes
diana estén inducidos por la expresion de miR-721 por las células Th17.

Ejemplo 3. Estudio de la expresién de MIR721 y MIR155 en el modelo animal de miocarditis autoinmunitaria
experimental

Segun los resultados obtenidos, los linfocitos TH17, T reguladores y T CD4+ indiferenciados deficientes en CD69 han
cambiado el patron de expresion de diversos microARN. La molécula CD69 limita la gravedad de la disfuncion cardiaca
en el modelo de miocarditis autoinmunitaria experimental (MAE) por medio del control de las respuestas de Th17. Para
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ello, se usa este modelo para investigar el papel de los miARN mencionados anteriormente en esta enfermedad. El
modelo murino de MAE se induce por medio de inmunizacién con un péptido derivado de la cadena pesada de o-
miosina (MyHCa) especifica de tejido cardiaco emulsionado con CFA (adyuvante completo de Freund), lo que provoca
la activacion y diferenciacion de células TH17 efectoras. 21 dias después de lainmunizacion, los ratones se encuentran
en la fase aguda de la enfermedad, presentando inflamacién en el miocardio y anticuerpos anti-miosina cardiaca en
suero. La fase crénica aparece después de 56 dias, caracterizada por fibrosis y degeneracion del miocardio y, por
consiguiente, el desarrollo de miocardiopatias.

Para validar el modelo de MAE con un método no invasivo, la respuesta inmunitaria generada en la fase aguda de
MAE se caracterizd 21 dias después de la inmunizacién con el péptido MyHCa. Para ello, se inyecté una sonda
fluorescente intravenosa que detectaba elastasa activada y, por tanto, neutréfilos y focos de inflamacioén, y se
examinaron los ratones mediante tomografia molecular de fluorescencia (TMF). Con esta técnica, se confirmé que los
ratones CD69KO presentaban una mayor inflamacion en el corazén que los ratones WT (figura 25).

3.1. Niveles de expresiéon de miARN en el corazén

Para investigar las expresiones de miARN durante la fase aguda del modelo de MAE, después de examinar la
inflamacion del miocardio por medio de tomografia molecular de fluorescencia el dia 21, se sacrificaron los ratones y
se extrajo el corazoén (figura 26).

El analisis de los niveles de expresion de miARN presentes en el corazon de los ratones durante la fase aguda de
MAE mostré un aumento significativo de la expresion de miR-721 en el corazén de los ratones WT y CD69KO enfermos
con respecto a los ratones de control. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de
expresion de miR-155 en los corazones de los animales (figura 27).

3.2. Niveles de expresion de miARN en suero

Con el proposito de encontrar un microARN detectable en sangre que pueda usarse como biomarcador de diagndstico,
como marcador de la gravedad de la miocarditis y/o como diana terapéutica de la enfermedad, se estudio el patrén de
expresion de miARN en el suero de ratones con miocarditis autoinmunitaria experimental. Para ello, se extrajo sangre
de los ratones durante la fase aguda de MAE y se analizaron los niveles de miARN presentes en el suero por medio
de PCR cuantitativa. El resultado obtenido fue un aumento significativo de miR-721 y miR-155 en el suero de ratones
enfermos con respecto a los animales de control. Ademas, se encontré que los ratones CD69KO con miocarditis
mostraron una mayor expresion de miR-721 en suero que los ratones WT tratados con los animales con péptidos
MyHC y mayores que los controles, lo que sugiere que este miARN podria estar relacionado con un aumento de Ty17
y, por tanto, relacionado con la gravedad de la enfermedad (figura 28).

Ejemplo 4. Analisis de linfocitos Ty17, células T reguladoras y expresion de miARN en plasma de pacientes con
miocardiopatias

La miocarditis se caracteriza por la infiltracion de células inflamatorias en el miocardio. Después del proceso agudo,
tienen lugar la pérdida de miocardiocitos y el desarrollo de fibrosis y necrosis en el miocardio, pudiendo surgir la
remodelacion ventricular, disfuncién permanente de la pared ventricular, miocardiopatia dilatada, insuficiencia cardiaca
y arritmias. Con el propésito de estudiar el papel de los linfocitos T CD4* en el desarrollo de la enfermedad en humanos
y el potencial de los mismos como dianas terapéuticas, se analizaron estas poblaciones en la sangre de pacientes con
miocarditis y miocardiopatias dilatadas en comparaciéon con donantes sanos. Ademas, se midieron los niveles de
expresion de microARN detectados en el modelo animal de miocarditis autoinmunitaria experimental en el plasma
sanguineo de pacientes y sujetos de control para encontrar un miARN detectable en sangre que pudiera usarse como
biomarcador de diagnéstico y/o como diana terapéutica de la enfermedad.

4.1. Anadlisis de los total linfocitos T CD4* en la sangre de pacientes

Para cuantificar el porcentaje de linfocitos T CD4* totales que circulan en la sangre de pacientes y controles, los se
aislaron linfocitos de sangre periférica anticoagulada con EDTA por medio de un gradiente de densidad, y se analizaron
sus marcadores de membrana mediante citometria de flujo. El analisis mostré un aumento estadisticamente
significativo de la proporcion de células T CD4" totales en la sangre de pacientes con miocarditis aguda o Takotsubo
con respecto a la de sujetos sanos (figura 29).

4.2. Andlisis de linfocitos Ty17 en la sangre de pacientes

Para analizar los porcentajes de las células Ty17, se aislaron los linfocitos de sangre periférica por medio de un
gradiente de densidad, se activaron con anti-OKT3, se volvieron a estimular con PMA, ionomicina y brefeldina y se
marcaron con anticuerpos anti-CD4 y anti-IL-17. El analisis mediante citometria de flujo mostré que en células T CD4*
totales, los porcentajes de linfocitos Ty17 en la sangre de pacientes con miocarditis cronica o miocardiopatia de
Takotsubo son similares a los de controles sanos, mientras que los pacientes con miocarditis aguda tienen una
proporcion de linfocitos Ty17 en sangre que es significativamente mayor que la de voluntarios sanos (figura 30), lo que
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indica que las respuestas de Tn17 podrian ser especificas de la fase aguda de esta enfermedad.

4.3. Andlisis de linfocitos Treg indiferenciados y de memoria en sangre

El analisis de los porcentajes de células T reguladoras presentes en la sangre de pacientes con miocarditis y
miocardiopatias dilatadas comprendio el estudio de células Treg totales, células Treg indiferenciadas y células Treg
de memoria. Para ello, se activaron con OKT3 los linfocitos extraidos de la sangre y se analizaron las poblaciones
CD4* CD25* FOXP3* (células Treg totales), CD4* CD25" FOXP3* CD45RA* CD45RO (Treg indiferenciadas) y
CD4* CD25* FOXP3* CD45RA" CD45R0O* (Treg de memoria). El resultado obtenido fue que los pacientes con
Takotsubo no presentan diferencias estadisticamente significativas en relacion con los porcentajes de células T
reguladoras en sangre periférica con respecto a los voluntarios sanos. Sin embargo, los pacientes con miocarditis
tanto aguda como crénica presentan porcentajes de células Treg totales que son significativamente menores que los
de sujetos de control, probablemente debido a una reduccion significativa de la poblacion de células Treg de memoria
en estos pacientes, porque la poblacion de células Treg indiferenciadas no se ve afectada en estos pacientes (figura
31).

4.4. Niveles de expresion de miARN en plasma sanguineo

Finalmente, con el propdsito de validar este estudio en pacientes con cardiopatias, se analizaron los niveles de
expresion de miARN detectados en el modelo murino de MAE, en el plasma sanguineo de sujetos sanos y pacientes
con miocarditis aguda, miocarditis crénica y sindrome de Takotsubo mediante la extraccion de ARN total y la
cuantificacion de la expresion del mismo por medio de gPCR. La tendencia que se observé fue un aumento de los
niveles de expresion de miR-155, y especialmente de los niveles de expresion de miR-721, en pacientes con
miocardiopatias con respecto a sujetos sanos, siendo esto mayor en pacientes con miocarditis aguda que en aquellos
en la fase cronica de la enfermedad, y particularmente en pacientes con Takotsubo (figura 32).

Las tablas al final de la presente memoria descriptiva ilustran las cantidades de muestra usadas en los presentes
experimentos para detectar miARN en el suero de ratones con isquemia, miocarditis o en pacientes con miocarditis, y
la comparacion de la induccién en veces entre estas muestras.

Ejemplo 5. Diagndstico diferencial entre pacientes con IAM y miocarditis

5.1. Expresion de miARN en ratones después de miocarditis € IAM inducido por ligadura de la arteria coronaria
descendente (LAD).

Segun los resultados previos de los inventores en el modelo de MAE y una pequefia cohorte de 14 pacientes con
diferentes miocardiopatias (miocarditis aguda y cronica y Takotsubo) y sujetos sanos, se encontrd que estan presentes
microARN miR-721 y miR-155 derivados de células Th17 y células Treg respectivamente, en el desarrollo de la
miocarditis. Se ha identificado y clonado el miR-721 humano que se detectd con la sonda murina para miR-721,
ademas se han identificado células Th17 como principales productores de miR-721 en ratones. Como Th17 y Treg
son fundamentales en el desarrollo de la miocarditis, se encontraron altos niveles de estos miARN, cuando los
sintomas aparecen en pacientes con miocarditis en comparacion con voluntarios sanos (figura 33A).

Se han analizado las células Th17 en ratones después de la ligadura de la arteria coronaria descendente o LAD que
simula un infarto agudo de miocardio. Se ha encontrado que las células Th17 aparecen en la sangre de los ratones
después de dos semanas desde el evento isquémico (cuando aparecen los sintomas) y esto concuerda con los niveles
elevados de miR-721 15 dias después del infarto (figura 33B). Sin embargo, la manifestacion de los sintomas (en las
primeras horas después de LAD) y la expresion de miR-721 se producen en diferentes puntos de tiempo (figura 33B).

Todos estos datos sugieren que los ratones con miocarditis podrian diagnosticarse mediante la presencia de miR-721
en plasma o suero, mientras que los ratones con |IAM no.

Algunas miocarditis agudas pueden imitar los sintomas de IAM en las primeras horas y, por tanto, se propuso la
deteccion de miR-721 en sangre como herramienta de diagndstico genuina para los pacientes con miocarditis.

5.2. Obtencioén de perfiles de miARN en la fraccién exosémica de las células Th17.

Debido al hecho de que miR-721 se encuentra en el suero de ratones y pacientes con miocarditis, se estimo que
podria recubrirse en exosomas.

Hasta ahora, se analizé el contenido de miARN seleccionados mediante gPCR en exosomas aislados del plasma
después de la precipitacion con PEG (polietilenglicol). En primer lugar, se analizé el contenido de miR-721 dentro de
los exosomas secretados por las células de los ganglios linfaticos con MAE en ratones con miocarditis moderada (WT)
y miocarditis grave (CD69-/-) tal como se describe en Cruz-Adalia et al, Circulation 2010. En primer lugar, se recogieron
dLN de ratones de tipo natural y CD69-/- 6 dias después de la induccién de MAE y se cultivaron durante 48 h en un
medio libre de exosomas (figura 34A).
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En este contexto, se demostro que se expresa miR-721 en la fraccion exosdémica de los ganglios linfaticos drenantes
con MAE (figura 34A). Puesto que esta regulado por incremento en suero y dLN de ratones que presentan una
respuesta de Th17 aumentada (ratones CD69-/-), se planted la hipdtesis de que las células Th17 podrian secretar
miR-721 en los exosomas. Los dLN con induccién de MAE se clasificaron para obtener un cultivo > 90% puro in vivo
de células Th17 y Treg diferenciadas. Después de la recogida de exosomas de cultivos de 48 h, el analisis de miR-
721 aboga por una regulacion por incremento en los exosomas derivados de Th17 en comparacion con los exosomas
derivados de Treg. Se expresa miR-721 en la fraccion exosémica de las células Th17 en ratones con miocarditis
moderada (WT) y miocarditis grave (CD69-/-) (figura 34B).

5.3. Criterios de seleccion de pacientes para el estudio.

Se han reclutado pacientes con edades comprendidas entre 20 y 80 afios.

Pacientes con miocarditis: se reclutaran pacientes con miocarditis aguda con al menos uno de los siguientes
parametros: dolor toracico, elevacion del segmento ST, troponina T o | elevada, baja fraccion de eyeccion. Aunque

también se han incluido en la miocardiopatia viral, el estudio de Chagas y Takotsubo y enfermedades cardiacas
dilatadas (miocarditis crénica).

Pacientes con IAM: Los pacientes se dividiran en tres grupos: 1) grupo sin sindrome coronario agudo sin elevacion de
ST (SCASEST), confirmado por la falta de elevacion del segmento ST y un aumento significativo de los niveles de
creatina cinasa MB y troponina |, angina inestable confirmada por dolor toracico en reposo con prueba isquémica
definitiva que incluye cambios en el segmento ST y/o inversién de la onda T, y evidencia angiografica de estenosis de
la arteria coronaria (> 70%), 2) grupo de angina crénica estable (ACE); criterios de inclusion, angina de esfuerzo (sin
antecedentes de angina inestable o infarto de miocardio) y evidencia angiografica de estenosis de la arteria coronaria
(> 70%), y 3) grupo de sindrome de dolor toracico (SDT), criterio de inclusion, dolor toracico sin cambios
electrocardiograficos acompafantes, estenosis de la arteria coronaria o espasmo coronario. Ninguno de los pacientes
se tratara actualmente con farmacos antiinflamatorios tales como antiinflamatorios no esteroideos, esteroides, etc.

5. 4. Base de datos de parametros clinicos de los pacientes.

Las muestras anénimas recibidas de los diferentes hospitales se enumeraron en una base de datos, se especificaron
los datos clinicos (funcion cardiaca: ECG y ecocardiografia, dafio cardiaco: TPI, CK-MB.., obtencidon de imagenes de
resonancia magnética con realce de gadolinio, dislipidemia y otros) de pacientes. Un ejemplo de los parametros
clinicos y un resumen de los datos se representa en la figura 35.

5.5. Se analizaron los siguientes parametros de muestras de sangre:
- Analisis de Th17 y Treg en pacientes.

Se realiz6 el analisis a partir de al menos 2 ml de sangre. 1 ml para analisis de plasma y 1 ml para analisis de leucocitos
de sangre periférica (PBL) después del tratamiento con Ficoll.

Se recogieron los PBL de donantes sanos o pacientes con miocarditis o IAM y se analizaron mediante citometria de
flujo para analizar las proporciones en las células Treg y Th17, Th1 y Th22 circulantes. Se compararon las células
Treg indiferenciadas (nTreg, naive Treg) CD4+CD25+FOXP3+CD45R0O-CD45RA+ y las células Treg de memoria
(mTreg) CD4+CD25+FOXP3+CD45R0O+CD45RA- de sangre periférica en pacientes con ECV con voluntarios sanos.

La respuesta del sistema inmunitario innato parece funcionar de la misma manera en ambas miocardiopatias. Los
pacientes con miocarditis e IAM tienen menores niveles de monocitos y mayores niveles de granulocitos en
comparacion con los voluntarios sanos (figura 36A). Los datos mas interesantes que diferencian a los pacientes con
miocarditis frente a los pacientes con IAM y los voluntarios sanos es que tanto las células Treg como Th17 de memoria
e indiferenciadas estaban reguladas por incremento significativamente en la sangre de los pacientes con miocarditis
en comparacion con los pacientes con IAM, mientras que las proporciones de células T CD4 totales no cambian en la
sangre de pacientes con miocarditis en comparacion con IAM o voluntarios sanos. Todos estos datos sugieren que
los cambios en las células Treg y Th17 son distintivos de los pacientes con miocarditis (figura 36B). Aunque existe una
tendencia de mas Th1 en los pacientes con miocarditis, los datos no son estadisticamente significativos frente a los
de pacientes con |IAM.

- Obtencion de perfiles de miARN en muestras de plasma de pacientes.

Se analizaron los niveles de expresion de miARN en plasma de pacientes mediante gPCR con sondas Exigon para
los miARN indicados. Se evalud el contenido de microARN mediante PCR cuantitativa en tiempo real. En primer lugar,
se normalizaron los datos frente a un microARN artificial (UniSp5, Ambion) afiadido equitativamente a cada muestra
antes del aislamiento de ARN para minimizar el efecto de las diferencias en el rendimiento de purificaciéon de ARN
entre muestras, siguiendo el método convencional de 2"2¢t. Se propuso Hsa-miR-423-3p como el miARN mas estable
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entre las presentes muestras mediante dos softwares en linea de libre acceso: NormFinder y GeNorm. Las muestras
normalizadas con UniSp5 se normalizaron entonces frente a hsa-miR-423-3p. Tomando a los voluntarios sanos como
el grupo de control, se calculd el aumento en veces en los niveles normalizados de miARN en los pacientes con IAM
y miocarditis para evaluar las diferencias entre los grupos (figura 37).

Las muestras de plasma de pacientes con miocarditis tienen niveles significativamente aumentados de miR-721 en
comparacion con los voluntarios sanos, mientras que las muestras de plasma de pacientes con IAM no, lo que indica
que miR-721 es un buen biomarcador para los pacientes con miocarditis (figura 37A). También se analizaron los
niveles de otros microARN que se han descrito previamente como abundantes en IAM, tales como miR-21 (Zhang Y.
Eur Rev Pharmacol Sci. 2016), o microARN involucrados en la diferenciacion de Th17 dependiente de aril-
hidrocarburos como miR-132/212 (Nakahama T. PNAS 2013) (figura 37A). Sorprendentemente, ninguno de estos
microARN se expres6 de manera diferencial en ninguno de los tres grupos de muestras, lo que refuerza la hipotesis
de que se expresa miR-721 exclusivamente en el plasma de pacientes con miocarditis.-

- Obtencion de perfiles de miARN en la fraccion exosémica de muestras de plasma de pacientes.

Se analiz6 la expresion de miR-721 en exosomas de muestras de plasma de voluntarios sanos y pacientes con IAM y
miocarditis. Con el nimero de muestras analizadas hasta hoy, los presentes datos sugieren que hay una expresion
aumentada de miR-721 en la fraccion exosdémica de pacientes con miocarditis en comparacion con los otros grupos
(figura 37B). Ademas, se analizaron los niveles del miARN que se expresa en IAM, miR-21, y los miARN relacionados
con Th17 miR212/132 en la fraccion exosémica de las muestras. Sin embargo, ninguna de las diferencias en la
expresion de miARN fue estadisticamente significativa entre los grupos (figura 37B).

5.6. Enfoque diagndstico para la primera biopsia liquida cardiovascular para detectar miocarditis.

Con los datos obtenidos a partir de ratones y pacientes con IAM y miocarditis, se propuso miR-721 como biomarcador
genuino para el diagnéstico de miocarditis exclusivo de otras miocardiopatias isquémicas como infarto agudo de
miocardio. A lo largo de la progresion de la miocarditis, el dafio miocardico liberé antigenos cardiacos y surgen células
T reguladoras y Th17 de memoria especificas en el plazo de las primeras semanas de la progresion de la enfermedad.
En el momento de los sintomas agudos de la miocarditis, ha tenido lugar la respuesta de Th17 y los niveles de esta
poblacién estan potenciados en la sangre. Por el contrario, los sintomas agudos de los pacientes con IAM tienen lugar
en las primeras horas después de la isquemia de la arteria coronaria, en ese momento no se desarrollan Th17 contra
los antigenos cardiacos. La naturaleza diferente de estas dos miocardiopatias nos permitira diagnosticarlas de manera
diferencial analizando los niveles de miR-721 en las muestras de plasma. Se ha identificado miR-721 como expresado
exclusivamente en células Th17 que se liberan al plasma en exosomas de pacientes con miocarditis, en comparacion
con pacientes con IAM y voluntarios sanos. El enfoque diagndstico se describe en la figura 38.

Ejemplo 6
6.1. Materiales y métodos
Animales y lineas celulares

Se usaron ratones doble indicador WT y CD69-/- (FoxP3-RFP, IL-17-eGFP) en el contexto C57BL/6 para ensayos de
polarizacién ex vivo y analisis de progresion de Th17/Treg/Th22 durante MAE. Se usaron ratones BALB/c como
contexto para las quimeras mixtas de médula 6sea. Todos los animales se mantuvieron en las instalaciones de
animales de CNIC. Todos los procedimientos con animales se aprobaron por el comité de ética de la Comunidad
Autonoma de Madrid y se realizaron segun directrices institucionales que cumplen con la Guia de los Institutos
Nacionales de Salud para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio.

Induccion de MAE

Se inmunizaron los ratones por via subcutanea en los dias 0 y 7 con 100 ug/0,2 ml de péptido MyHC-a. (MyHC-0614-
629) Ac-RSLKLMATLFSTYASADR-OH emulsionado 1:1 en adyuvante completo de Freund (1 mg/ml; H37Ra; Difco
Laboratories, Detroit, Mich.). Se sacrificaron los animales el dia 6 para extraer nddulos linfaticos drenantes para el
cultivo ex vivo o en los dias o bien 20-21 o bien 50-52 para analizar la fase aguda y cronica de la enfermedad,
respectivamente.

Tincion intracelular y analisis mediante FACS

Se prepar6 una suspension de células individuales a partir de ganglios linfaticos axilares e inguinales de raton en
tampon para FACS (PBS, BSA al 0,5%, EDTA 1 uM, NaN3 al 0,1%). Se aislaron células multinucleares de sangre
periférica de muestras de sangre humana o de ratén usando centrifugacion en gradiente Ficoll-lIsopaque (densidad =
1,121 g/ml). Se tifieron las suspensiones celulares con anticuerpos especificos o bien humanos o bien de ratéon
conjugados con fluorocromo contra CD4, CD3, CD25, CD45RO, CD45RA, IL-17a, IL-22, IFNy y FoxP3 obtenidos de
eBiosciences. Para la tincion intracelular, se estimularon las células con 50 ng/ml de acetato-miristato de forbol (PMA)
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y 750 ng/ml de ionomicina (P+1) mas brefeldina A (1 ng/ml) en medio de cultivo completo durante 3 horas. Se analizaron
las células mediante lo citometros de flujo de BD FACSCanto/FACSFortessa. Cultivo ex vivo y aislamiento de células
Treg/Th17. Se cultivaron suspensiones celulares de ganglios linfaticos (2x107 células/ml) durante 48 h en medio
TexMACS libre de exosomas (Miltenyl Biotech) con péptido MyHC (10 ug/ml) e IL-23 (10 ng/ml). Después de eso, se
clasificaron para FoxP3RFP e IL-17eGFP usando el clasificador de células Aria Il FACs de BD/clasificador de células
Synergy 4L de iCyt. Las células clasificadas se cultivaron de nuevo en medios TexMACS durante 48 h con péptido
MyHC vy, o bien IL-2 para células Foxp3+(Treg), o bien IL-23 para células IL-17+ (Th17).

Extraccion de microARN y PCR cuantitativa en tiempo real

Se extrajeron miARN usando el minikit miRNeasy (Qiagen) y se examind su pureza y concentracién en un
espectrofotometro Nanodrop-1000 (Thermo Scientific). Se realiz6 el analisis de miARN-721, sno-135, sno-202, let-7a,
let-7b y let-7d usando el kit de transcripcion inversa de microARN TagMan y sondas de microARN TagMan individuales
para la retrotranscripcion. Se us6 TagMan Universal PCR Master Mix para PCR cuantitativa en tiempo real (Applied
Biosystem). Se realiz6 el analisis de la expresion de miARN usando el software SDS (Applied Biosystems) y se verifico
la expresion relativa mediante el método 2-A ACT. Se usaron sno-135y sno-202 como control endégeno para muestras
de suero, células y tejidos; y let-7a, let-7b y let-7d para fracciones exosdmicas aisladas. Se realiz6 reaccion en cadena
de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) en ABI Prism 7900HT 384 (Applied Biosystems).

Purificacion de exosomas

Se recogieron después de 48 h los sobrenadantes de las células de ganglios linfaticos antes de la clasificacion o
Tregs/Th17 después de la clasificacion. En resumen, se sedimentaron el resto de las células (2000 rpm durante
10 min). Para el aislamiento de miARN, se precipitaron los exosomas afiadiendo 0,4 volimenes de polietilenglicol
6000 al 50% (Sigma Aldrich) en NaCl 375 mM a las muestras, almacenando durante 30 minutos a 4°C y con
centrifugacion a 1500 g a 4°C.

Ecocardiografia y obtencién de imagenes mediante resonancia magnética

Se anestesiaron los ratones mediante inhalacion de isoflurano/oxigeno (1,25%/98,75%). Para la ecocardiografia, se
examinaron los ratones con una sonda de ecocardiografia transtoracica de 30 MHz y se obtuvieron imagenes con
Vevo 770 (VisualSonics, Toronto, Canada) antes de la induccién de MAE y durante las fases aguda y crénica. A partir
de estas imagenes, se estimé la funcion del ventriculo izquierdo (V1) mediante la fraccion de eyeccion obtenida a partir
del modo M. Para la obtencidon de imagenes mediante resonancia magnética con mapeo de T1y T2, se uso el realce
tardio de gadolinio mediante inyeccion intravenosa. Se tomaron imagenes de hasta 13 cortes de cada corazony se
evaluo el contenido de agua del miocardio promediando 3-5 valores de ROI (brillo) a lo largo de cada corte del
miocardio y normalizandolos con el brillo del gadolinio en la luz de ambos ventriculos izquierdo y derecho.

Histologia

Se fijaron los corazones en formalina tamponada con fosfato al 10% y se incrustaron en parafina. Se cortaron las
secciones y se tifieron con hematoxilina-eosina para determinar el nivel de inflamacion y con la tincién tricromica de
Masson para detectar la deposicion de colageno. Se realizd el analisis histolégico en un microscopio Nikon Eclipse
90i. Se puntuaron las secciones tefiidas con H&E para la inflamacion de la siguiente manera: 0, sin infiltrados
inflamatorios; 1, pequefios focos de células inflamatorias; 2, focos mas grandes de > 100 células inflamatorias; 3, el
10-30% de la seccion transversal ocupada por células inflamatorias; 4, > el 30% de la seccién transversal ocupada
(Cruz-Adalia et al, 2010).

Analisis estadistico

Todas las variables se expresan como la media + desviacion estandar de la media (E.E.M.). Se realizé el analisis
estadistico evaluando en primer lugar la normalidad de las distribuciones usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Si es normal, la prueba t de Student de datos independientes para dos grupos y analisis ANOVA de un factor para
comparaciones multiples. Si no son distribuciones normales, la prueba de U-Mann-Whitney para el analisis de dos
grupos y la prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones multiples. Todos los analisis se realizaron con el software
GraphPad Prism 6.0.

Tabla 2
RATON Induccién en veces
Sueros con isquemia
50 ul de suero ng/reaccion WT (3) KO (3)
Antes de la isquemia 450 ng 30 niveles iniciales  niveles iniciales
DIA 1 225 ng 30 niveles iniciales  niveles iniciales
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Control 350 ng
Miocarditis 350 ng

Sueros de pacientes con miocarditis
200 ul de suero ng/reaccion Control (9) M. aguda M. crénica Chagas Takotsubo

25
25

RATON Induccién en veces
Sueros con isquemia
DIA 3 225 ng 30 niveles iniciales 3,4
100 ul de suero
DIA7 1500 ng 30 niveles iniciales 10
MLEC Induccion en veces
0,5e6 células WT (7) KO (7)
Control 1500 ng no detectado niveles iniciales
TNFalfa 1500 ng no detectado 1,2
PMA/IO 1500 ng no detectado 1,5
RATON
Sueros de miocarditis MAE Induccion en veces
100 ul de suero ng/reaccion ~ WT (11) KO (12)
Control 1000 ng 40 niveles iniciales 0,7
Miocarditis 1000 ng 40 8,7 20
HUMANO

Induccién en veces

0,27

37

3,7 44 17
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REIVINDICACIONES

Método in vitro para diagnosticar miocarditis aguda en un sujeto humano, en el que el método comprende
usar, como indicador, los niveles de expresion obtenidos a partir de una muestra bioldgica aislada del sujeto
humano seleccionada de la lista que consiste en sangre, suero o plasma, de al menos miR-721, y obtener un
resultado del método comparando los niveles de expresién de al menos dicho miARN con un valor de
referencia o con los niveles de expresién de un control, en el que una expresién aumentada de miR-721 es
indicativa de miocarditis aguda.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra bioldgica se trata con un agente de lisis capaz de
romper la membrana de los exosomas antes de determinar el nivel de expresién de miR-721.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra bioldgica se trata de modo que se obtiene la fraccion
exosomica de las células Th17 y la determinacion de los niveles de expresion de miR-721 se realiza en dicha
fraccion exosémica, en el que dicha fraccién exosémica se trata con un agente de lisis capaz de romper la
membrana de los exosomas antes de determinar el nivel de expresién de miR-721.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que miR-721 consiste en SEQ ID NO 4.

Método para el diagnéstico diferencial de infarto agudo de miocardio frente a miocarditis aguda en un sujeto
humano que se sospecha que padece alguna de estas patologias, en el que el método comprende usar,
como indicador, los niveles de expresion obtenidos a partir de una muestra biologica aislada del sujeto
humano seleccionada de la lista que consiste en sangre, suero o plasma, de miR-721, y obtener un resultado
del método comparando los niveles de expresion de dicho miARN con un valor de referencia o con los niveles
de expresion de un control, en el que una expresion aumentada de miR-721 es indicativa de miocarditis aguda
y la ausencia de expresion es indicativa de infarto agudo de miocardio.

Método segun la reivindicacion 5, en el que la muestra bioldgica se trata con un agente de lisis capaz de
romper la membrana de los exosomas antes de determinar el nivel de expresién de miR-721.

Método segun la reivindicacion 5, en el que la muestra bioldgica se trata de modo que se obtiene la fraccion
exosomica de las células Th17 y la determinacién de los niveles de expresion de miR-721 se realiza en tal
fraccion exosémica, en el que dicha fraccién exosémica se trata con un agente de lisis capaz de romper la
membrana de los exosomas, antes de determinar el nivel de expresién de miR-721.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que miR-721 consiste en SEQ ID NO 4.

Kit o dispositivo que comprende al menos uno o mas oligonucleotidos capaces de hibridarse con SEQ ID NO
4, medios para detectar dicha hibridacion y un agente de lisis capaz de romper la membrana de los exosomas.

Uso in vitro del kit segun la reivindicacion 9, para diagnosticar una miocarditis aguda en un sujeto humano
usando una muestra de plasma, suero o sangre obtenida a partir de dicho sujeto.

Uso in vitro del kit segun la reivindicacion 9, para el diagnostico diferencial de infarto agudo de miocardio
frente a miocarditis aguda en un sujeto humano que se sospecha que padece alguna de estas patologias
usando una muestra de plasma, suero o sangre obtenida a partir de dicho sujeto.

Secuencia de nucledtidos que consiste en SEQ ID NO 4.

Hebra de ADN, ARN o acido nucleico modificado (es decir, sonda) completamente complementaria (100%
complementaria) capaz de hibridarse con la secuencia de miARN SEQ ID NO 4 sin apareamientos erroneos.

Constructo genético, tal como una secuencia de ADN, capaz de transcribir la secuencia de miARN SEQ ID
NO 4.

22



ES 2791415713

alejquiesus ap sauoodaonxg

R T F| e T RN o T D 7] i 1 Iiul,l G BWOSOWOoID
mszmmcam_um.:ca&axm

€08°L€°9E1-91L°CLE'OEL I BUIOSOWOID)

YVOONNIDNIININVIIDNNYNNONNINNANNNYINNNYYOYONINNINYODONIIVNOVYYYYYOD DD OVYYYNINYYIDNOVIVIYYDO TZ/nuwiw

OVVOINIDOV
OVO9ONINYISYYYINONNYNOONYYIONOYIOYYOVONONIONONIVNOYIONNDOYNIYONINIoN999s9ndoonondonnn  GTOENWIW

209992N9NINVIDDOVYYONYONYYIONOYIOVYOOONINID009NONIVIIYIONNONIIONNNONIVIVOONNONnooe  GOETNWILWI

2L A 10€ ‘0€L NYVIW ap eljlwed

Fig. 1

23



ES 2791415713

mmu-mir-721 |

Secuencia tallo-bucle de mmu-mir-721

RN CTe [ (o8 MIO004708
SR MGI:Mir721

LTIl tallo-bucle de miR-721 de Mus musculus

------ ggaagaca u vasa g9 laa ac. g a
5! g gcaa agg’ S gaa aagu ' cu . gg.u
i‘HiI I B R
Tallﬂ—bucle_ i c ::qu uuc  uBL  DUUA  gA uc u
aagguucguccuca - -uug.  uu | ac -a g u
Fig. 2

inserto de 100 pb

clon 100 de Mir 721

GCAGCTCCTAGAETGTTQTGCGAGCATAGCTECTTCTCCTCCTTATCCCTGA

CCGCATAE&. GTGCCC&C CA#. GC CTG!’LG& GTC ACATG ATGGACAGTGTTGGTGT
TAAGC

Lhol _
Mi721 dir. .5 ATAT-CTCOAG-ALE
3°TM:36+30=66

EcoRl
Mi721 inv. 3° ATAT=-CTTAAG-TTITCTCATTCATGACT
5'TM:28+38-66
i




ES 2791415713

IeWwve
brysooebabovryavweeBEBAbbunifennlBovesvnnvlbbiboeranbbyonlg BovnyyenueBBEbuery o tonly BovnyauvenB A BB ved
tEjavabiavwizazoosasyisvasbyowabygvniazioooasogisbbosebyavabyavwaizisoosnszstbabiovabywwazzioasoasgasasee

THoS3
O1H3ASNI
THEeE/THODZ  OLIBIQE J0JDBA,  WWILIODIVDOLIIVOWYL-~ccsceccsmnccmnccnnnnannanns a§
SOOVIIOVINIILIN === mmm e e smm e mm YOOWYDDSD00S
Z2DIIDZ0290 LOTOWLIIIVYY ZIDDOIYODIOIVIVYL
YOSV INVYLLY JONIDSVIELIILIY

teebbbbbeeeejjeecbybecboyeeebbbbbe
eeejaeenbiybeolbbooeeebbbbbeeeeyjeecbibeoebijbeebbbbberreyyevobibensojeb

ITHureg
"AU| Jopeioedsa TZ L

BEb3oenbizee333300000330e03630e0633
eE33330000033310000ebyoenbyjeegyyaoooony3ziebobyoenbyjeeayyaoooooylollee
FRICTICH

JIp Jopeioedse TZ L

di6 doo usa uogioeuo|d eied eluodsa ap oussi(

Fig. 4

25



ES 2791415713

NHYIW 30 WIHYINIWITdNOD WIDONIND3S

a v oL
HOOVIOYdS3

efuodse ap 0jonJjsuo)

TdM
d4ndod ULV.E

0vAS ep (v)od

N 143 0PAS 2P 1O
N qd pp52
AWD 1-911SADje0ep,u
° nd ap 14
144> d49dod-143 5 ° O see
=SOW-AWD-Ha2d
AUz
L
ko, ydwy
Beb
El__m .}m_i

(loyx - BON uomousal ap sewizus )
d49do2-143-SON-AND-HADd
N3 VNOJS3 3d NOIODVNOTO

Jud Ndv!W

_ ___ NHvIw sp E:m_EmmmaEwhl

L Z.-dlW 8p 0jONJSU0H

A_.. \ o (openaw) gD

uE y1 [N
Iddm 7 < woud 1dd? mxm
uu o IA4d4S Y
esebi
1ZL Yw NISYHA/ X8-Ni1sd
(BON - [10UX ugIoL}sal Bp sewizus )

NIS¥Hd/Xg-NIsd
N3 1Z22-¥Iw 3d NQIOVYNO1D

STATVHIAILNTT S3HOLO3A NI NOQIODOVNO1O

Fig. 5

26



ES 2791415713

PRODUCCION DE LENTIVIRUS
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mmu-130b -5P CUCUUUCCCUGUUGCACU

mmu-301b -5P GCUCUGACUAGGUUGCACU
mmu-721 UUUUUCUUGUUAUUGCCACU

secuencia de 3'UTR de MEOX2 UUGCAC

...agagagggagatggatgtttgctitggc | ' GCAC tgaaaattaaatitigctaccaagag. ..

Fig. 8

mmu-130b 5°-CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU-3
secuencia de 3UTR mmu-301b 5"-CAGUGCAAUGGUAUUGUCAAAGC-3’

de CD69
mmu-721 5 -CAGUGCAAUUAAAAGGGGGAA-3”
... tttcaaagtgctggaaagaaa AC1(CCAatacgtgtagtggeaga ...

de AHR \ mmu-301b 5-CAGUGCAAUGGUAUUGUCAAAGC-3’
mmu-721 5 -CAGUGCAAUUAAAAGGGGGAA-3’

...agaatagticttacctcatatgcatttitc/ O 1 5 1 Alcltgtaaagaaatcaagtagtaaattgaagctt...

Fig.
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