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DESCRIPCION
Tratamiento de la insuficiencia cardiaca y la fibrosis en sujetos humanos

La presente invencién se refiere a un oligonucleétido que es un inhibidor eficaz del microARN miR-132, y su uso en
medicina, particularmente en la prevencién o el tratamiento de trastornos cardiacos y/o trastornos fibréticos en sujetos
humanos. La invencién también se refiere a métodos para monitorear la eficacia de la prevencidn o el tratamiento con
un oligonucleétido para su uso en la invencién. La invencién se define en las reivindicaciones adjuntas.

La insuficiencia cardiaca es una de las principales causas patolégicas de mortalidad en el mundo. El infarto de
miocardio (MI) es la causa mas importante de insuficiencia cardiaca, ya que el M| conduce a una remodelacién
progresiva subsecuente del corazdn que da como resultado una insuficiencia cardiaca con un pronéstico deficiente.
Las opciones farmacolégicas terapéuticas actualmente usadas para la insuficiencia cardiaca incluyen agentes
moduladores de la angiotensina, betabloqueadores, diuréticos, antagonistas de la aldosterona, inhibidores de
neprilisina combinados con bloqueadores del receptor de angiotensina Il, vasodilatadores o agentes inotrépicos.
Aunque varios estudios clinicos han demostrado disminuciones significativas en las tasas de mortalidad inducidas por
insuficiencia cardiaca para todos estos agentes, la tasa de mortalidad a 5 afios sigue siendo inaceptablemente de casi
50 %. Por lo tanto, existe una gran necesidad de desarrollar enfoques terapéuticos novedosos y mas eficientes para
la insuficiencia cardiaca.

El crecimiento hipertréfico patolégico de los cardiomiocitos puede conducir al desarrollo de remodelacién cardiaca,
insuficiencia cardiaca y muerte cardiaca subita. El crecimiento hipertréfico de los cardiomiocitos es una respuesta al
aumento del estrés en la pared cardiaca causado por el volumen y/o la sobrecarga de presidn cardiaca. Inicialmente,
la hipertrofia cardiaca es un mecanismo compensatorio que tiene como objetivo disminuir el estrés de la pared y
aumentar el gasto cardiaco. Sin embargo, la hipertrofia cardiaca prolongada progresa a disfuncién contractil,
descompensacion cardiaca y, finalmente, insuficiencia cardiaca (Hill y Olson, 2008; Barry y Townsend, 2010). La
transicién de la hipertrofia fisiolégica a la patolégica puede ocurrir en dependencia de muchos factores, que incluyen
la pérdida de miocitos a través de la apoptosis o necrosis, alteraciones en la autofagia, defectos en la respuesta
contréctil, desregulacién de la homeostasis del calcio, desensibilizacion de los receptores adrenérgicos o fibrosis
cardiaca (Hill y Olson, 2008; Barry y Townsend, 2010). La sefializacién hipertréfica estd mediada en gran medida por
la via de sefializacion de insulina (DeBosch y Muslin, 2008; Barry y Townsend, 2010). Tanto la insulina como el factor
de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) activan vias prohipertréficas en cardiomiocitos a través del receptor de
IGF-1, que activa la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) (McMullen y otros, 2004). La actividad de PI3K conduce a la
activacion de la serinaltreonina cinasa Akt a través de su fosforilacion y Akt activo fosforila factores de transcripcién
FoxO antihipertréficos, lo que conduce a su desestabilizacién y prevencidén de la localizaciéon nuclear (Datta y otros,
1999; Skurk y otros, 2005; Ronnebaum y Patterson, 2010). Por el contrario, la acetilacién de los factores FoxO por
sirtuina-1 (Sirt-1) conduce a su estabilizacién y translocacién nuclear (Frescas y otros, 2005). Los factores de
transcripcién FoxO estabilizados se localizan en el nucleo para regular la expresiéon de genes antihipertréficos. Las
funciones antihipertréficas de las proteinas FoxO estan mediadas en gran medida a través de la supresién de la via
de sefalizacién de calcineurina prohipertréfica mediante la expresién de los genes antihipertréficos diana de los
factores FoxO, tales como atrogin-1 (Ni y otros, 2006; Ronnebaum y Patterson, 2010; Glas, 2010). Ademas, los
factores de transcripcion FoxO también inducen la apoptosis y regulan la autofagia en los cardiomiocitos (Ronnebaum
y Patterson, 2010).

Hinkel y otros (2017) generalmente se refiere a inhibidores de miR-132 basados en LNA y describe su efecto
cardioprotector en un modelo porcino. Ucar y otros (2012) se refiere al papel de la familia de miARN-212/132 en la
regulacién de la hipertrofia cardiaca y la autofagia de los cardiomiocitos. Se ha demostrado que los microARN tienen
un papel clave en el remodelado cardiaco adverso. El documento WO 2013/034653 describe que miR-132 y/o miR-
212 pueden inducir la hipertrofia cardiaca y, por lo tanto, constituyen dianas terapéuticas potenciales para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca.

El documento WO 2016/042561 describe un método para tratar un trastorno relacionado con lipidos mediante la
administracion al sujeto de una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente polinucleotidico que es sustancialmente
complementario a una secuencia de nucleétidos de un miR-132 humano.

Los presentes inventores han identificado un analogo de oligonucleé6tido novedoso que es un inhibidor eficaz de la
expresion de miR-132 en cardiomiocitos. El analogo de oligonucleétido, en la CDR132L designada a continuacién, es
un oligbmero mixto que consiste en bloques estructurales de ADN y LNA, que tienen enlaces fosforotioato
internucleosidicos.

Los estudios de farmacologia preclinica se llevaron a cabo con CDR132L en ratones y cerdos. En un modelo de ratén
transgénico de hipertrofia cardiaca, CDR132L condujo a una remodelacién cardiaca inversa asociada con una
expresion reducida de miR-132. En un modelo de ratén de insuficiencia cardiaca pos-MI| se encontrd que el tratamiento
con CDR132L reduce la disfuncién ventricular izquierda pos-Ml y los parametros independientes de la carga de la
funcién de contraccién sistélica. Ademas, la administracién de CDR132L dio como resultado una mejora de la funcién
cardiaca y reduce la expresion de miR-132, la sefializacidén de estrés cardiaco y la hipertrofia pos-Ml.
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En un modelo porcino de insuficiencia cardiaca pos-MI, se encontré que el tratamiento con CDR132L evita la
remodelacién inadaptada y mejora la funcién ventricular izquierda. Ademés, CDR132L normaliza la expresidn tisular
de marcadores de insuficiencia cardiaca patolégica tales como BNP, ANP y proporciona un cambio en las isoformas
de la cadena pesada de miosina (relacién MYH7/6). En modelos porcinos de insuficiencia cardiaca pos-MI, se
descubridé que CDR132L curaba la insuficiencia cardiaca subaguda y crénica.

CDR132L también carece de toxicidad significativa en una linea celular hepatica humana y cardiomiocitos de rata
neonatales aislados. Por medio de estudios /n vivo de toxicidad realizados en ratas y cerdos mini se encontr6 que el
agente activo se toleré bien incluso a altas dosis de 20 y 40 mg/kg, respectivamente.

Los estudios farmacocinéticos que implican la administracién intravenosa o subcutdnea de CDR132L a ratas sanas y
cerdos sanos confirmaron una dependencia de la dosis de los niveles tisulares de CDR132L.

Ademas, se demostr6 que CDR132L exhibe efectos superiores en comparacién con otros analogos de
oligonucleétidos que tienen la misma secuencia de nucleétidos pero una distribucién diferente de bloques estructurales
de LNA.

En un estudio adicional, los presentes inventores han identificado efectos terapéuticos antifibréticos para el analogo
de oligonucleétido CDR132L en un modelo de ratén de infarto de miocardio in vivo y modelos de fibrosis hepética y
fibrosis pulmonar in vitro.

Ademas, se encontré una relacidn significativa entre la cantidad de miR-132 en los fluidos corporales circulantes y la
eficacia terapéutica de CDR132L. Por lo tanto, la cantidad de miR-132 en un fluido corporal es un biomarcador
relevante para el monitoreo de la terapia.

En base a los resultados anteriores, se ha desarrollado un protocolo de un estudio clinico de fase | para administrar
CDR132L a pacientes humanos que padecen insuficiencia cardiaca crénica. Mientras tanto, esta fase clinica 1b se ha
completado con éxito.

Por lo tanto, el oligonucleétido CDR132L es util como un agente activo en medicina, particularmente en la prevencion
o el tratamiento de trastornos cardiacos y/o trastornos fibréticos.

En la presente descripcién se describe un anélogo de oligonucledtido, que comprende una secuencia de férmula I:
5-ATGGCTGTAGACTGTT-3

endonde A, T, Gy C son bloques estructurales de desoxirribonucleétidos y

en donde al menos un bloque estructural G o T es un bloque estructural de nucleétidos con puente. Este
oligonucleétido es particularmente adecuado en la prevencidn y/o tratamiento de un trastorno, mas particularmente
un trastorno cardiaco en un sujeto humano.

En la presente descripcién también se describe un oligonucleétido que comprende o tiene la secuencia de férmula Il
5-A+TG+GC+TG+TA+GACTG+T+T-3

endonde A, T, Gy C son bloques estructurales de desoxirribonucleétidos y

en donde +G y +T son bloques estructurales de nucleétidos de puente y/o bloques estructurales de
morfolinonucleétidos, particularmente en donde +G y +T son bloques estructurales de LNA. Este oligonucleétido
es particularmente adecuado en la prevencién o el tratamiento de un trastorno, méas particularmente de un trastorno
cardiaco o fibroso, en un sujeto humano.

El analogo oligonucleotidico de férmula | o formula Il puede comprender al menos un enlace internucleosidico
modificado, por ejemplo, un enlace internucleosidico que se estabiliza contra la digestién por nucleasa, por ejemplo,
un enlace fosforotioato o fosforodiamidato. En modalidades especificas, todos los enlaces internucleosidicos son
enlaces modificados, particularmente enlaces fosforotioato.

La invencion se refiere al oligonucleétido CDR132L como se describe en la presente descripcion.

El oligonucleétido CDR132L tiene una secuencia de formula ll1:
5-dA*+T*dG*+G*dC*+T*dG*+T*dA*+G*dA*dC*dT*dG*+T*+T-3’

en donde dA es 2’-desoxiadenosina, dG es 2’-desoxiguanosina, dC es 2’-desoxicitidina y T es timidina,

en donde +T es un bloque estructural LNA-T y +G es un bloque estructural LNA-G y en donde * es un enlace
fosforotioato. Este oligonucleétido es particularmente adecuado en la prevencién o el tratamiento de un trastorno,
més particularmente de un trastorno cardiaco o fibroso, en un sujeto humano.

La presente invencién también describe una composicién farmacéutica que comprende como un agente activo un
analogo de oligonucleétido que comprende una secuencia de férmula |, Il o Ill y un portador farmacéuticamente
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aceptable, particularmente para su uso en la prevencién o el tratamiento de un trastorno, més particularmente de un
trastorno cardiaco o fibrético, en un sujeto humano.

Como se describid anteriormente, un analogo de oligonucleétido que comprende una secuencia de férmula |, Il o 1l
es adecuado para uso médico.

Especificamente, en la presente descripcidén se proporciona un oligonucleétido que comprende la secuencia de férmula
I
5'-dA*+T*dG*+G*dC*+T*dG*+ T*dA*+G*dA*dC*dT*dG*+ T*+T-3'

en donde dA es 2'desoxiadenosina, dG es 2'desoxiguanosina, dC es 2'desoxicitidina y T es timidina,

en donde +T es un bloque estructural LNA-T y +G es un bloque estructural LNA-G y en donde * es un enlace
fosforotioato,

para su uso en la prevencidn o el tratamiento de un trastorno cardiaco en un sujeto humano, en donde el trastorno
cardiaco se selecciona de (i) insuficiencia cardiaca aguda o subaguda, (ii) insuficiencia cardiaca crénica y/o crénica
en empeoramiento, (iii) insuficiencia cardiaca estable, (iv) un estado menos avanzado de insuficiencia cardiaca o
de un estado avanzado de insuficiencia cardiaca, (v) insuficiencia cardiaca de etapa | y/o |l de NYHA, de etapa |,
Il'y/o Il de NYHA o de etapa Il y/o IV de NYHA, y (vi) insuficiencia cardiaca derecha.

En una modalidad, el sujeto humano padece insuficiencia cardiaca y tiene una bomba implantada. En una modalidad,
la bomba es un dispositivo de asistencia ventricular izquierda.

En una modalidad, el oligonucleétido para el uso de la invencién se administrard como tal o el oligonucleétido se
administrara conjugado a un resto heterélogo.

En una modalidad, el oligonucledtido para el uso de la invencién se administrard en combinacién con (i) al menos un
diurético, (ii) al menos un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, (iii) al menos un betabloqueador y
opcionalmente (iv) un bloqueador del receptor de angiotensina Il y (v) opcionalmente un inhibidor del canal If tal como
ivabradina y opcionalmente (vi) un inhibidor de neprilisina-receptor de angiotensina, y opcionalmente (vii) un inhibidor
del cotransportador de glucosa 2 tal como empagliflozina y dapagliflozina, y opcionalmente (viii) agentes terapéuticos
con células madre, y opcionalmente (ix) anti-miARN dirigidos a diferentes vias, y/u opcionalmente (x) un inhibidor de
SGLT-2.

En una modalidad, el sujeto humano padece de insuficiencia cardiaca estable de origen isquémico.

En una modalidad, el oligonucleétido para el uso de la invencién se administrara a un sujeto humano en una dosis de
aproximadamente 0,1 - 100 mg/kg de peso corporal por aplicacién, particularmente en una cantidad de
aproximadamente 3 - 10 mg/kg de peso corporal por aplicacién, particularmente en donde el oligonucleétido se
administrara por via parenteral. En una modalidad, la administracién es por inyeccién o infusién, particularmente por
inyeccién intravenosa o subcutanea. En una modalidad, el oligonucleétido se administraré por via tépica.

En una modalidad, el oligonucleétido para el uso de la invencién se administrara a un sujeto humano en un régimen,
seleccionado de: administracion diaria, administracién cada segundo dia, administracién cada tercer dia y
administraciéon cada cuarto dia, en donde el oligonucleétido se administrara por via parenteral, particularmente por
inyeccién intravenosa o subcutanea, (i) en donde el oligonucleétido se administra en una dosis dependiente del peso
corporal, particularmente en una dosis de 0,01 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal, en una dosis de
0,02 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal o en una dosis de 0,05 mg/kg de peso corporal a 5 mg/kg
de peso corporal por aplicacién; o (ii) en donde el oligonucleétido se administra en una dosis fija, particularmente en
una dosis fija de 1 mg a 5000 mg, en una dosis fija de 2 mg a 1000 mg, o en una dosis fija de 5 mg a 500 mg por
aplicacion.

En una modalidad, el oligonucleétido para el uso de la invencién se administrara a un sujeto humano en un régimen,
seleccionado de: administracién semanal, administraciéon cada segunda semana, administracién cada tercera semana,
administracién cada cuarta semana o cada mes, administracién cada sexta semana, administracién cada segundo
mes, administraciéon cada tercer mes, administracién cada sexta mes, y administracién una vez al afio,en donde el
oligonucleétido se administrara por via parenteral, particularmente por inyeccién intravenosa o subcutanea, (i) en
donde el oligonucleétido se administrara en una dosis dependiente del peso corporal, particularmente en una dosis de
0,01 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal, en una dosis de 0,05 mg/kg de peso corporal a 20 mg/kg
de peso corporal, en una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal o en una dosis de 3 mg/kg
de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal por aplicacién; o (ii) en donde el oligonucleétido se administraré en una
dosis fija, particularmente en una dosis fija de 1 mg a 5000 mg, en una dosis fija de 5 mg a 2000 mg, o en una dosis
fija de 10 mg a 1000 mg por aplicacién.

En una modalidad, el oligonucleétido se administrard en una dosis inicial, opcionalmente 1 o 2 dosis iniciales, y
subsecuentemente en al menos una dosis de mantenimiento, que es diferente de la dosis inicial. En una modalidad,
la dosis inicial comprende 1 o 2 dosis iniciales.
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En una modalidad, el oligonucleétido se administrard mediante un régimen basado en la demanda, en donde el
régimen comprende particularmente las etapas: (i) medir la cantidad de miR-132 en una muestra de fluido corporal,
opcionalmente en una muestra de sangre total, suero o plasma u orina, de un sujeto que se trata con el oligonucledtido,
(i) administrar el oligonucleétido en una dosis y/o intervalo de tiempo entre dosis individuales segin se determina de
acuerdo con la cantidad medida de miR-132 en la etapa (i), particularmente en donde se administra una nueva dosis
del oligonucledtido si la cantidad de miR-132 en la muestra de fluido corporal se encuentra por encima de un valor
predeterminado.

En una modalidad, el uso comprende determinar la cantidad y/o actividad de un marcador, particularmente un
marcador cardiaco y/o fibroso, antes, durante y/o después de la administracién del oligonucleétido, particularmente en
donde el marcador se selecciona de BNP, opcionalmente NT-proBNP, ANP, isoformas de cadena pesada de miosina,
opcionalmente la relacién MYH7/6, FoxO3 SERCA2, un marcador de deposicion de colageno y/o fibroso tal como
colageno 1A1, colageno 1A2, colageno 3A1, propéptido C-terminal de procolageno de tipo | (PICP), y/o galectina-3
(Gal-3), y/o una metaloproteinasa de matriz tal como la metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1) y/o la metaloproteinasa
de matriz 2 (MMP-2), y mas particularmente en donde el marcador se selecciona de NT-proBNP, propéptido C-terminal
de procolageno de tipo | (PICP), y/o galectina-3 (Gal-3), y/o metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1).

En una modalidad, el uso comprende determinar un parametro del ECG durante el ciclo de terapia particularmente
seleccionado de la medicidén del QRS, ondas T, bloqueo de la rama izquierda del haz de His (LBBB) y/o bloqueo de la
rama derecha del haz de His (RBBB); y/o progresiéon R, antes, durante y/o después de la administracién del
oligonucleétido.

También se proporciona en la presente descripcion un oligonucleétido que comprende la secuencia de férmula Ill: 5'-
dA*+T*dG*+G*dC*+ T*dG*+T*dA*+G*dA*dC*dT*dG*+ T*+T-3', en donde dA es 2'desoxiadenosina, dG es
2'desoxiguanosina, dC es 2'desoxicitidina y T es timidina, en donde +T es un bloque estructural LNA-T y +G es un
bloque estructural LNA-G y en donde * es un enlace fosforotioato, para su uso en la prevencién o el tratamiento de un
trastorno fibrético, en donde el oligonucledtido se administrara en una dosis inicial, opcionalmente 1 o 2 dosis iniciales,
y subsecuentemente en al menos una dosis de mantenimiento, que es diferente de la dosis inicial.

En una modalidad, el trastorno fibrético es fibrosis cardiaca, fibrosis hepatica o fibrosis pulmonar.

También se proporciona en la presente descripcién un método para monitorear la eficacia de la prevencién o el
tratamiento con un oligonucledtido para el uso de acuerdo con la invencién, en donde el método comprende determinar
los niveles de miR-132 circulante en una muestra seleccionada de sangre, plasma, suero o fracciones de estos de un
sujeto al que se ha administrado el oligonucleétido, en donde la determinacién se lleva a cabo una vez o varias veces
durante el ciclo de terapia, en donde una reduccién de miR-132 después de la administracién del oligonucleétido es
un indicio de tratamiento exitoso.

En una modalidad, en base al resultado de la determinacidn, se lleva a cabo al menos una de las siguientes etapas:
(i) determinar si el sujeto a tratar es un respondedor a la terapia, (ii) ajustar la dosis del oligonucleétido a administrar,
y (iii) ajustar el intervalo de tiempo del oligonucleétido a administrar.

En determinadas modalidades, el uso médico se refiere a un uso para el tratamiento o la prevencién de un trastorno
asociado con, acompafiado de y/o causado por la expresién patolégica de miR-132. En determinadas modalidades,
el uso médico se refiere al tratamiento o prevencién de trastornos cardiacos, particularmente trastornos asociados a
la hipertrofia cardiaca. En determinadas modalidades, el uso médico se refiere al tratamiento de trastornos fibréticos,
por ejemplo, trastornos asociados con, acompafiados por y/o causados por fibrosis patolégica, particularmente
trastornos fibréticos cardiacos, trastornos fibréticos pulmonares o trastornos fibréticos hepaticos.

El oligonucleétido de férmula |, 1l o Ill puede consistir en bloques estructurales de ADN de desoxirribonucleétido y
bloques estructurales de nucleétidos enlazados. A “nucleétido con puente” se refiere a un ribonucleétido modificado
en donde el resto de ribosa comprende un puente de dos o tres atomos que conecta el 4tomo de carbono 2’ y el atomo
de carbono 4’. Por ejemplo, el puente puede comprender la estructura 2’-O-CH»-4’, 2’-O-CH»-CH2-4’, 2’-O-CH(CHj5)-
4’ 0 una estructura correspondiente donde O se reemplaza por S o NH. En una modalidad particular, el al menos un
bloque estructural de nucleétido en puente es un bloque estructural de acido nucleico cerrado (LNA) que tiene un 2'-
O-CHx-4’-puente.

El oligonucledtido de formula |, Il o 1l puede tener una longitud de al menos 16 bloques estructurales, por ejemplo,
una longitud de 16 a 20 bloques estructurales. En una modalidad particular, el oligonucleétido de formula Il tiene una
longitud de 16 bloques estructurales.

El oligonucleétido de férmula |, Il o Il puede comprender de 5 a 10, por ejemplo, 6 a 8, particularmente, 7 bloques
estructurales de nucleétidos enlazados, por ejemplo, bloques estructurales de LNA. En algunas modalidades, el
oligonucleétido de férmula Ill comprende de 5 a 10, por ejemplo, 6 a 8, particularmente, 7 bloques estructurales de
nucleétidos enlazados, por ejemplo, bloques estructurales de LNA.
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El oligonucledtido de férmula |, 1l o Ill puede ser un oligonucleétido deshudo. En algunas modalidades, el
oligonucleétido de formula Il es un oligonucleétido desnudo. En algunas modalidades, el oligonucleétido se conjuga
con al menos un resto heterélogo, por ejemplo, un resto que no contribuye a la unién del oligonucleétido a miR-132.
El resto heterélogo puede ser un resto que mejora el direccionamiento y/o la captacion celular, por ejemplo, un resto
lipidico tal como colesterol o un acido graso, un resto de sacarido o amino sacérido tal como un resto que contiene N-
galactosamina, un resto peptidico o polipeptidico o un resto nucleosidico o nucleotidico tal como un aptamero. Un
resto heterélogo puede conjugarse con el extremo 5 y/o 3’ terminal del analogo de oligonucleétido por medio de un
enlace covalente o un espaciador.

El oligonucleétido de la presente invencién es adecuado para su uso en medicina, que incluye la medicina humana y
veterinaria. En determinadas modalidades, el compuesto es Util en la prevencién o el tratamiento de un trastorno
asociado con, acompafiado de y/o causado por la expresion patolégica, por ejemplo, sobreexpresién de miR-132. Se
encontré que la administracion del compuesto reduce significativamente la expresién de miR-132 in vitro e in vivo.

En algunas modalidades, el compuesto se administra a pacientes que muestran una sobreexpresién de miR-132 en
comparacion con sujetos sanos. En algunas modalidades, el compuesto se administra a pacientes que no muestran
una sobreexpresién de miR-132 en comparacidén con sujetos sanos pero que aln necesitan una reduccién del nivel
de miR-132.

El término “prevencién” en el contexto de la presente invencidn se refiere a la administraciéon del compuesto a un
paciente que se conoce que tiene un riesgo aumentado de desarrollar un trastorno determinado. El término
“tratamiento” en el contexto de la presente invencién se refiere a la administracién del compuesto a un paciente que
ya ha desarrollado signos y/o sintomas de un trastorno determinado. El término “paciente” se refiere a un sujeto que
necesita la administracién del compuesto de la invencién en el campo de la medicina humana o veterinaria. En
modalidades especificas, el paciente es un paciente humano.

En determinadas modalidades, el compuesto de la presente invencién es Util en la prevencién o el tratamiento de
trastornos cardiacos, particularmente de trastornos asociados con la hipertrofia cardiaca. Por ejemplo, el compuesto
es (til en la prevencion o el tratamiento de la disfuncién contréctil, descompensacion cardiaca, insuficiencia cardiaca
o para la prevenciéon o el tratamiento del remodelado cardiaco después del infarto de miocardio, miocarditis,
enfermedades cardiacas valvulares tales como estenosis aértica o insuficiencia de la valvula mitral, trastornos
cardiacos genéticos con hipertrofia cardiaca, por ejemplo, miocardiopatia no obstructiva e hipertréfica y obstructiva o
enfermedad de Fabry.

El compuesto es util para la administraciéon a pacientes seleccionados de

(i) pacientes con mayor riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca,

(i) pacientes que padecen insuficiencia cardiaca (congestiva), por ejemplo, pacientes que tienen un mayor
riesgo de progresién de la insuficiencia cardiaca,

(i) pacientes con infarto de miocardio previo y/o

(iv) pacientes con enfermedades cardiacas congénitas asociadas con hipertrofia cardiaca, tales como estenosis
de la vena aértica y/o pulmonar, defectos del septo auricular o ventricular.

En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, es Util para la administracién a pacientes
humanos que padecen insuficiencia cardiaca aguda, a pacientes humanos que padecen insuficiencia cardiaca
subaguda, o a pacientes humanos que padecen insuficiencia cardiaca crénica y/o crénica en empeoramiento.

En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, es Util para la administracién a pacientes
humanos que padecen insuficiencia cardiaca estable, por ejemplo, de insuficiencia cardiaca estable de origen no
isquémico y/o isquémico.

En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, es Util para la administracién a pacientes
humanos que padecen insuficiencia cardiaca de origen no isquémico y/o isquémico.

En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, es Util para la administracién a pacientes
humanos que padecen una etapa menos avanzada de insuficiencia cardiaca o pacientes humanos que padecen una
etapa avanzada de insuficiencia cardiaca.

En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, es Util para la administracién a pacientes
humanos que padecen insuficiencia cardiaca en las etapas I, Il, Ill y/o IV de acuerdo con la clasificacién de la
Asociacién cardiaca de Nueva York (NYHA), por ejemplo, pacientes que padecen insuficiencia cardiaca de acuerdo
con las etapas | y/o Il de NYHA, pacientes que padecen insuficiencia cardiaca de acuerdo con las etapas |, Il y/o lll de
NYHA o pacientes que padecen insuficiencia cardiaca de acuerdo con las etapas Ill y/o IV de NYHA.
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En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, es Util para la administracién a pacientes
humanos que padecen insuficiencia cardiaca y que tienen una bomba implantada, por ejemplo, un dispositivo de
asistencia ventricular izquierda (LVAD).

En una modalidad particular, el compuesto es Util para prevenir y/o tratar la insuficiencia cardiaca de lado izquierdo,
que incluye la insuficiencia cardiaca sistélica, la insuficiencia cardiaca diastélica y una afecciéon asociada con la
insuficiencia cardiaca sistélica y/o la insuficiencia cardiaca diastélica.

La insuficiencia cardiaca sistélica es un tipo de insuficiencia cardiaca asociada con una fracciéon expulsada reducida,
particularmente con una fraccién expulsada del 40 % o menos, en donde el ventriculo izquierdo pierde su capacidad
de contraerse normalmente. La administraciéon del compuesto de la invencién en el tratamiento de la insuficiencia
cardiaca sistélica puede dar como resultado una estabilizacién, un aumento y/o una normalizacién de la fraccién
expulsada. El compuesto de la invencién es adecuado para la administraciéon a pacientes en riesgo para desarrollar
disfuncién sistélica, por ejemplo, pacientes que padecen hipertensién, o bloqueos en las arterias coronarias.

La insuficiencia cardiaca diastélica es un tipo de insuficiencia cardiaca asociada con una relajacién ventricular
izquierda alterada con o sin un aumento de la presién de llenado. En muchos casos, la insuficiencia cardiaca diastélica
se asocia con una fraccién expulsada conservada. La administraciéon del compuesto de la invencién en el tratamiento
de la insuficiencia cardiaca diastélica puede dar como resultado la estabilizaciéon, mejora y/o normalizacién de la
relajacion ventricular izquierda. El compuesto de la invencién es adecuado para la administracién a pacientes en riesgo
de desarrollar disfuncién diastélica, por ejemplo, pacientes que padecen hipertension, hiperlipidemia, diabetes, apnea
obstructiva del suefio, enfermedades de almacenamiento cardiaco, insuficiencia cardiaca hereditaria (por ejemplo,
mutaciones en fitin u otros genes estructurales).

En una modalidad particular adicional, el compuesto es Util para prevenir y/o tratar la insuficiencia cardiaca de lado
derecho, particularmente la insuficiencia cardiaca de lado derecho, que se produce como resultado de la insuficiencia
cardiaca de lado izquierdo.

En determinadas modalidades, el compuesto de la presente invencién es Util en la prevencién o el tratamiento de
trastornos fibréticos, particularmente trastornos asociados con, acompafiados por y/o provocados por fibrosis
patolégica.

La fibrosis patolégica es la formacién de tejido conectivo fibroso en exceso en un érgano o tejido, particularmente
asociado con, acompafiado y/o causado por un estado patolégico. La fibrosis patoldgica puede ocurrir en muchos
organos y tejidos diferentes dentro del cuerpo, tipicamente como resultado de la inflamacién o el dafio.

En una determinada modalidad, la fibrosis es una fibrosis cardiaca, por ejemplo, una afeccién que involucra fibrosis
patolégica en el corazén. Los tipos ilustrativos de fibrosis cardiaca incluyen fibrosis atrial, fibrosis endomiocérdica o
fibrosis resultante de un infarto de miocardio previo.

En una modalidad adicional, la fibrosis es una fibrosis pulmonar, por ejemplo, una afeccién que involucra fibrosis
patolégica en el pulmédn. Los tipos ilustrativos de fibrosis pulmonar incluyen trastornos fibréticos causados por factores
ocupacionales o ambientales, por ejemplo, por exposicién a toxinas y contaminantes tales como polvo de silice, fibras
de asbesto, polvo de metales, polvo de carbén, polvo de granos, excrementos de aves y animales. Otros tipos de
trastornos fibréticos pulmonares son causados por el tratamiento con radiacién y/o el tratamiento con medicamentos
tales como farmacos quimioterapéuticos, farmacos cardiacos, antibiéticos o farmacos antiinflamatorios. Aln otros tipos
de trastornos fibréticos pulmonares son causados por trastornos que incluyen fibrosis pulmonar idiopética, dermatitis,
polimiositis, enfermedad mixta del tejido conectivo, una enfermedad autoinmunitaria tal como artritis reumatoide,
esclerodermia, sindrome de Sjogren o lupus eritematoso sistémico, sarcoidosis, neumonia, una infeccién viral o
enfermedad por reflujo gastroesofagico (GERD).

En una modalidad adicional, la fibrosis es fibrosis hepética, por ejemplo, una afeccién que involucra fibrosis patoldgica
en el higado. Los tipos ilustrativos de fibrosis hepética son causados por una infeccién viral, por ejemplo, por virus de
hepatitis B y/o C, trastornos metabdlicos hereditarios, hepatitis autoinmunitaria, obstruccién biliar, sobrecarga de
hierro, enfermedad del higado graso no alcohélico, que incluye higado graso no alcohdélico (NAFL) e esteatohepatitis
no alcohélica (NASH) y enfermedad del higado por alcohol.

En aln modalidades adicionales, la fibrosis es una fibrosis vascular, por ejemplo, rigidez arterial, una fibrosis cutanea,
por ejemplo, formacién de queloides o fibrosis sistémica nefrégena, una artrofibrosis, algunas formas de capsulitis
adhesiva, fibrosis de tejidos blandos tales como fibrosis mediastinica o fibrosis retroperitoneal o fibrosis de médula
6sea tal como mielofibrosis.

En determinadas modalidades, la invencién abarca determinar la cantidad y/o actividad de ciertos parametros
fisiolégicos en el sujeto a tratar antes, durante y/o después de la administracién del compuesto de la invencién. Este
procedimiento de diagnéstico concomitante puede proporcionar asistencia para el uso médico como se describi
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anteriormente. Por ejemplo, el procedimiento de diagnéstico puede proporcionar asistencia en la evaluacién del riesgo,
la estratificaciéon del paciente, el monitoreo del curso del tratamiento y/o el control posterior al tratamiento.

En determinadas modalidades, la invencién abarca determinar la cantidad y/o actividad de miR-132 en el sujeto a
tratar antes, durante y/o después de la administraciéon de los compuestos de la invencién. En modalidades adicionales,
la invencién abarca determinar la cantidad y/o actividad de al menos un marcador particularmente seleccionado de
marcadores cardiacos y/o marcadores fibréticos. En determinadas modalidades, la invencion abarca la determinacion
de la cantidad y/o actividad de marcadores cardiacos tales como BNP, por ejemplo, NT-proBNP, ANP o isoformas de
la cadena pesada de miosina, por ejemplo, la relacion MYH7/6 y/o los niveles de FoxO3 y/o SERCA2. En modalidades
particulares, la invencién abarca la determinacién de la cantidad de NT-proBNP. En aln modalidades adicionales, la
invencién abarca determinar la cantidad y/o actividad de marcadores fibréticos tales como colageno, por ejemplo,
deposicién de colageno y/o expresién de genes de marcadores fibréticos tales como - pero sin limitarse a - colageno
1A1, colageno 1A2, colageno 3A1, propéptido C-terminal de procolageno de tipo | (PICP) y/o galectina-3 (Gal-3), y/o
una metalopeptidasa (metaloproteinasa) de matriz tal como metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1) y/o
metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2).

La determinacién de los parametros anteriores puede llevarse a cabo en muestras de fluidos corporales tales como
sangre, plasma o suero o en muestras de tejido de acuerdo con métodos conocidos a nivel de &cido nucleico y/o
proteina y puede proporcionar informacién diagnéstica util, por ejemplo, sobre el curso de la enfermedad y/o el curso
y/o el éxito de la terapia.

Ademas, los inventores han descubierto por medio de un método de deteccién basado en PCR que la cantidad de
miR-132 en el tejido cardiaco muestra una correlaciéon positiva con la cantidad de miR-132 en un fluido corporal
circulante, por ejemplo, sangre total, plasma o suero. Por lo tanto, las mediciones de la cantidad de miR-132 en una
muestra de fluido corporal, por ejemplo, una muestra de sangre total, plasma o suero proporcionan un indicio de la
cantidad de miR-132 en el tejido diana, particularmente en el tejido cardiaco.

En determinadas modalidades, la invencién abarca determinar la cantidad y/o actividad de miR-132 en el sujeto a
tratar, por ejemplo, un sujeto humano, durante el ciclo de terapia. El término “ciclo de terapia” en este contexto debe
entenderse como la administracién de un compuesto de la invencién, particularmente la administracién de CDR132L,
a un sujeto que lo necesita, particularmente un sujeto humano, durante un cierto periodo de tiempo, por ejemplo, un
periodo de tiempo de al menos un dia, al menos una semana, al menos dos semanas o al menos un mes. Esta
determinacién puede llevarse a cabo una o varias veces durante el ciclo de terapia. En modalidades particulares, la
cantidad de miR-132 se determina cuantitativamente en una muestra de un fluido corporal, por ejemplo, en una
muestra de un fluido corporal circulante tal como una muestra de sangre, plasma o suero. Particularmente, la muestra
es una muestra de plasma. La cantidad y/o actividad de miR-132 se correlaciona inversamente o negativamente con
la concentraciéon del compuesto en el érgano diana previsto, particularmente el corazén, pero también para su actividad
y/o su eficacia terapéutica. Por lo tanto, la determinaciéon permite el ajuste de la dosis a administrar y/o el ajuste del
intervalo entre las dosis individuales. Ademas, la determinacién permite la estratificacion de los pacientes con respecto
a su respuesta terapéutica, por ejemplo, distinguir a los respondedores de los no respondedores. En particular, la
determinacién se lleva a cabo en pacientes con enfermedad crénica, por ejemplo, pacientes con enfermedad cardiaca
crénica, varias veces durante el ciclo de terapia. Por ejemplo, la determinacién puede llevarse a cabo en intervalos
semanales, quincenales y/o mensuales.

En determinadas modalidades, la invencién abarca la determinacién de cambios en los parametros del ECG durante
el ciclo de terapia. Los parametros del ECG relevantes para los pacientes con insuficiencia cardiaca incluyen, entre
otros, la medicién del QRS, las ondas T, el bloqueo de la rama izquierda del haz de His (LBBB) y/o el bloqueo de la
rama derecha del haz de His (RBBB); y/o la progresién R. Particularmente relevante es la medicién del QRS.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, el oligonucledtido se administra en un régimen basado en la
demanda, por ejemplo, mediante el ajuste de la dosis y/o el intervalo de tiempo entre dosis individuales de acuerdo
con la cantidad medida de miR-132 en una muestra de fluido corporal. Por ejemplo, si se encuentra que la cantidad
de miR-132 en la muestra de fluido corporal esta por encima de un valor predeterminado, se administra una nueva
dosis del oligonucleétido.

Por lo tanto, la presente invencién se refiere al oligonucleétido como se describié anteriormente para su uso en la
prevencién o el tratamiento de un trastorno cardiaco en un sujeto humano, en donde el oligonucleétido se administra
mediante un régimen basado en la demanda, que comprende particularmente las etapas:

(i) medir la cantidad de miR-132 en una muestra de fluido corporal, por ejemplo, en una muestra de sangre total,
suero o plasma, de un sujeto que se trata con el oligonucleétido,

(i) administrar el oligonucleétido en una dosis y/o intervalo de tiempo entre dosis individuales segin se determine
de acuerdo con la cantidad medida de miR-132 en la etapa (i), particularmente en donde se administra una nueva
dosis del oligonucleétido si se encuentra que la cantidad de miR-132 en la muestra de fluido corporal es

Por encima de un valor predeterminado, por ejemplo, el valor inicial.
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El compuesto de la invencién puede administrarse como una composicién farmacéutica que comprende un portador
farmacolégicamente aceptable. La administraciéon puede llevarse a cabo mediante métodos conocidos, en donde el
compuesto se introduce en la célula o el 6rgano diana deseado del sujeto a tratar.

El compuesto puede administrarse como tal o como un conjugado con un resto heter6logo como se describid
anteriormente.

Para aplicaciones farmacéuticas, la composicién puede estar en forma de una solucién, por ejemplo, una solucién
inyectable, emulsién, suspensidn o similar.

La composicién puede administrarse de cualquier manera adecuada, por ejemplo, por via parenteral, en particular por
inyeccién, tal como inyeccién subcutanea, intramuscular, intravenosa o intraarterial, o infusién, por via oral o inhalatoria
y/o por aplicacién dérmica, o0 mediante aplicacién local al 6rgano diana, por ejemplo, por perfusién intracoronaria. El
portador puede ser cualquier portador farmacéutico adecuado. Preferentemente, se usa un portador que es capaz de
aumentar la eficacia de las moléculas de oligonucleétidos para entrar en las células diana. Los ejemplos adecuados
de tales portadores son los liposomas, por ejemplo, liposomas catiénicos o exosomas predisefiados.

En determinadas modalidades, el compuesto, particularmente CDR132L, se administra mediante inyeccion
intravenosa o mediante inyeccién subcutanea.

El compuesto se administra en una dosis farmacéuticamente eficaz en dependencia de la via de administracién y el
tipo o gravedad de la enfermedad.

En determinadas modalidades, el compuesto se administra a un sujeto humano en una dosis de aproximadamente
0,1 -100 mg/kg de peso corporal por aplicacion, por ejemplo, aproximadamente 0,2 — 50 mg/kg de peso corporal, o
aproximadamente 0,8 — 20 mg/kg de peso corporal por aplicacién, o aproximadamente 3 - 10 mg/kg de peso corporal
por aplicacién, por ejemplo, mediante aplicacién parenteral, particularmente mediante inyeccién o infusién, por
ejemplo, mediante inyeccién intravenosa o mediante inyeccidén subcutanea.

En un estudio farmacocinético se descubrid que el compuesto tenia un tiempo de vida media largo de
aproximadamente tres semanas en el tejido cardiaco y un tiempo de vida media bifasica corto en plasma. Estos
resultados demuestran que el compuesto es adecuado en una variedad de regimenes de tratamiento diferentes, por
ejemplo, en un régimen de tratamiento que comprende aplicaciones en intervalos de tiempo de menos de una semana
y en un régimen de tratamiento que comprende aplicaciones en intervalos de tiempo de una semana o mas.

En determinadas modalidades, el oligonucleétido se administra a un sujeto humano en un régimen seleccionado de
administracién diaria, administracién cada segundo dia, administracién cada tercer dia y administracién cada cuarto
dia, particularmente en donde el oligonucleétido se administra por via parenteral, mas particularmente por inyeccién
intravenosa o subcutanea, por ejemplo, autoinyeccién subcuténea por parte del paciente.

En estas modalidades, el oligonucleétido se administra en una dosis dependiente del peso corporal y/o en una dosis
fija. Por ejemplo, el oligonucleétido puede administrarse en una dosis de 0,01 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de
peso corporal, en una dosis de 0,02 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal o en una dosis de 0,05 mg/kg
de peso corporal a 5 mg/kg de peso corporal por aplicacién. Alternativamente, el oligonucleétido puede administrarse
en una dosis fija de 1 mg a 5000 mg, en una dosis fijja de 2 mg a 1000 mg, o en una dosis fija de 5 mg a 500 mg por
aplicacion.

En aun otras modalidades, el oligonucleétido se administra a un sujeto humano en un régimen seleccionado de
administracién semanal, administracién cada segunda semana, administracién cada tercera semana, administracién
cada cuarta semana o cada mes, administracion cada sexta semana, administracién cada segundo mes,
administracién cada tercer mes, administracién cada sexto mes, y administracién una vez al afio, particularmente en
donde el oligonucleétido se administra por via parenteral, mas particularmente por inyeccidn intravenosa o subcutanea,
por ejemplo, autoinyeccién subcutanea por parte del paciente.

En estas modalidades, el oligonucleétido se administra en una dosis dependiente del peso corporal o en una dosis
fija. Por ejemplo, el oligonucleétido puede administrarse en una dosis de 0,01 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de
peso corporal, en una dosis de 0,05 mg/kg de peso corporal a 20 mg/kg de peso corporal o en una dosis de 0,1 mg/kg
de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal por aplicacion. Alternativamente, el oligonucleétido puede administrarse
en una dosis fija de 1 mg a 5000 mg, en una dosis fija de 5 mg a 2000 mg, o en una dosis fija de 10 mg a 1000 mg
por aplicacién.

En aln otras modalidades, el compuesto se administra a un paciente humano en una dosis inicial, por ejemplo, 1 0 2
dosis iniciales, y subsecuentemente en al menos una dosis de mantenimiento, que es diferente de la dosis inicial. Por
ejemplo, la dosis inicial puede ser mayor que la dosis de mantenimiento, tal como aproximadamente 1,5 - 3 veces, por
ejemplo, aproximadamente 2 veces mas alta que la dosis de mantenimiento. La dosis inicial y/o la dosis de
mantenimiento pueden administrarse como una dosis dependiente del peso corporal o en una dosis fija. En
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modalidades especificas, la dosis inicial es de aproximadamente 3 - 10 mg/kg, y la dosis de mantenimiento es de
aproximadamente 1 - 7,5 mg/kg. Adicionalmente, una dosis de mantenimiento puede ajustarse, por ejemplo, mediante
titulacién, en base a la cantidad de miR-132 en fluidos corporales tales como sangre, plasma o suero.

En un estudio clinico humano de fase Ib, se encontré6 que el compuesto demuestra una excelente tolerabilidad y
seguridad en pacientes humanos con insuficiencia cardiaca en dosis Unicas y repetidas en dosis crecientes ademas
del estandar de atencién. El perfil farmacocinético no muestra signos de acumulacién y un alto nivel de linealidad de
la dosis. Su modo de accién Unico en la insuficiencia cardiaca se confirmé en los pardmetros farmacodindmicos
relevantes y el acoplamiento a la diana. No se observaron eventos adversos graves ni reacciones en el lugar de la
inyeccién, y ningun paciente se retird del estudio debido a eventos adversos. El compuesto se toler6 bien y no mostrd
signos de toxicidad en dosis de hasta 10 mg/kg.

El compuesto puede administrarse como una monoterapia 0 en combinacién con un medicamento diferente adicional,
particularmente un medicamento adecuado para la prevencion o el tratamiento de trastornos cardiacos o trastornos
fibréticos como se describid anteriormente.

Los ejemplos de medicamentos adicionales adecuados para la prevencién o el tratamiento de trastornos cardiacos
son agentes moduladores de la angiotensina, betabloqueadores, diuréticos, antagonistas de la aldosterona,
vasodilatadores, agentes inotrépicos, estatinas, inhibidores de neprilisina, o inhibidores de SGLT-2 o sus
combinaciones, por ejemplo, una combinacién de un inhibidor de neprilisina, por ejemplo, sacubitrilo, con un
bloqueador del receptor de angiotensina Il, por ejemplo, valsartan.

En determinadas modalidades, el compuesto se administra junto con (i) al menos un diurético, (ii) al menos un inhibidor
de la enzima convertidora de angiotensina, (iii) al menos un betabloqueador, opcionalmente (iv) un bloqueador del
receptor de angiotensina Il y/o (v) opcionalmente un inhibidor del canal If tal como ivabradina y opcionalmente (vi) un
inhibidor de neprilisina-receptor de angiotensina, y opcionalmente (vii) un inhibidor del cotransportador de glucosa 2
tal como empaglifiozina y dapagliflozina, y/u opcionalmente (viii) agentes terapéuticos de células madre y/u
opcionalmente (ix) anti-miARN dirigidos a diferentes vias, y/u opcionalmente (x) un inhibidor de SGLT-2. El experto en
la técnica puede seleccionar inhibidores, agentes terapéuticos de células madre y/o miARN adecuados dirigidos a
diferentes vias. Los compuestos e inhibidores de acuerdo con (i) — (ix) pueden seleccionarse y combinarse
independientemente de cualquier manera adecuada.

Los ejemplos de medicamentos adicionales adecuados para la prevencién del tratamiento de trastornos fibréticos son
medicamentos para la prevencién o el tratamiento de la fibrosis cardiaca, tales como inhibidores de la ACE, por
ejemplo, lisinopril, bloqueadores del receptor de angiotensina I, por ejemplo, antagonistas de aldosterona, por
ejemplo, espironolactona y/o inhibidores de TGF beta, por ejemplo, pirfenidona o tranilast, medicamentos para la
prevenciéon o el tratamiento de la fibrosis pulmonar, tales como agentes antifibréticos, por ejemplo, nintedanib o
pirfenidona, agentes antiinflamatorios, por ejemplo, corticoesteroides, azatioprina, ciclofosfamida y micofenolato de
mofetilo, agentes antirreflujo, por ejemplo, inhibidores de la bomba de proteinas o H» bloqueadores y/o agentes y
medicamentos antitusivos para la prevencién y/o tratamiento de la fibrosis hepética, tales como inhibidores de la ACE,
por ejemplo, benazeprilo, lisinopril o ramipril, agentes antivirales o agonistas de PPAR a.

Aln mas, la invencion se refiere al uso de un compuesto de la invencién como se describe en la presente descripcion
anterior para la fabricacién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de un trastorno cardiaco.

Aln mas, la invencion se refiere al uso de un compuesto de la invencién como se describe en la presente descripcion
anterior para la fabricacién de un medicamento para la prevencién o el tratamiento de un trastorno fibrético.

Aln maés, la invencién se refiere a un método para la prevencién o el tratamiento de un trastorno cardiaco que
comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto
como se describe en la presente descripcién.

Aln mas, la invencién se refiere a un método para la prevencién o el tratamiento de un trastorno fibrético que
comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto
como se describe en la presente descripcién.

Aln mas, la invencién se refiere a un kit para monitorear la terapia con un oligonucleétido como se describid
anteriormente que comprende determinar la cantidad y/o actividad de miR-132 de un sujeto al que se ha administrado
el oligonucleétido. El kit puede comprender un cebador que se une al ADN codificante de miR-132 o ADN que es
complementario a este, preferentemente el cebador tiene miR-132, un cebador que se une al ADN codificante de miR-
39 o ADN que es complementario a este, preferentemente el cebador cel-miR-39 y opcionalmente un control positivo
hsa-miR-132 y opcionalmente un control positivo cel-miR-39.

De acuerdo con una modalidad preferida, los cebadores hsa-miR-132 y miR-39 se usan juntos. Ademas, el kit puede

comprender compuestos adicionales, por ejemplo, una mezcla maestra de qPCR y agua libre de nucleasas. En una
modalidad preferida, el kit comprende el iniciador hsa-miR-132, el iniciador cel-miR-39 los controles positivos citados
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anteriormente y la mezcla maestra de qgPCR y agua libre de nucleasas. Los cebadores adecuados pueden
seleccionarse por el experto en la técnica.

Ademas, la presente invencion se describira con mas detalle mediante las siguientes Figuras y Ejemplos.

Ejemplo 1 - Silenciamiento de la expresion de miR-132 en cardiomiocitos

Se llevé a cabo un ensayo cuantitativo in vitro para determinar la actividad inhibitoria de miARN de numerosos
compuestos analogos de la estructura derivados de una biblioteca anti-miR-132. El silenciamiento de la expresion de
mMiARN se cuantificé mediante un ensayo TagMan® y PCR cuantitativa en tiempo real.

El estudio se realizé en cardiomiocitos de rata aislados después de la estimulacién hipertréfica mediante el tratamiento
con fenilefrina/isoproterenol en concentraciones de 10 pM. Las células se incubaron durante 48 horas en medio de
cultivo celular estandar. Los compuestos de prueba se administraron individualmente en una concentracién de 100
nM. Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado.

El compuesto CDR132L, un mezclador LNA-DNA que tiene una cadena principal de fosforotioato, se identific6 como
el compuesto mas potente de la biblioteca de analogos de la estructura anti-miR-132.

La estructura de CDR132L es la siguiente:
5-dA*+T*dG*+G*dC*+T*dG*+T*dA*+G*dA*dC*dT*dG*+T*+T-3’

en donde dA es 2’-desoxiadenosina, dG es 2’-desoxiguanosina, dC es 2’-desoxicitidina y T es timidina,

en donde +T es un bloque estructural LNA-T y +G es un bloque estructural LNA-G

y en donde * es un enlace fosforotioato.
Ejemplo 2 - Perfil toxicolégico
2.1 Objetivo del estudio: Perfil de toxicidad de CDR132L
2.2 Esquema del estudio:
Se llevé a cabo un ensayo de citotoxicidad in vitro en células de células hepaticas humanas (HepG2) y cardiomiocitos
neonatales aislados (NRCM). Se us6 un ensayo de MTT comercial colorimétrico para evaluar la citotoxicidad. Después
de la adicidén de compuestos individuales, las células se incubaron en medio DMEM durante 48 h. El efecto de
CDR132L (rojo) se compard con un oligonucledtido de LNA alterado, usado como control (azul) en un intervalo de

dosis de 0,01-100 uM. El intervalo de dosis terapéutica se marca en gris.

2.3 Resultados: No se encontré toxicidad significativa de CDR132L en células HepG2 y NRCM en el intervalo de dosis
terapéutica (ver Figuras 1Ay 1B).

Ejemplo 3 — Remodelacién inversa del ventriculo izquierdo del corazén insuficiente mediante la administracion de
CDR132L en un modelo de ratén transgénico

3.1 Objetivo del estudio: Evaluar la eficacia de CDR132L en la reversién de la insuficiencia cardiaca en un modelo de
ratdn de insuficiencia cardiaca.

3.2 Esquema del estudio:

Modelo de hipertrofia cardiaca: Los ratones transgénicos (TG) con sobreexpresion cardiaca de miR-132 (Ucar y otros,
2012).

Tratamiento: semanal 20 mg/kg ip. CDR132L o placebo (cf. Figura 2A) Grupos: compafieros de camada de tipo
silvestre (WT) +placebo, WT+CDR132L, TG+placebo, TG+CDR132L. n=6/grupo.

Los niveles de expresién de miR-132 se detectaron mediante qPCR. Prueba estadistica: prueba de la t para datos
independientes. (Figura 2B). **p<0,01, n=6/grupo.

3.3 Resultados:
Imagenes ecocardiograficas representativas del corazén (Figura 3A).

CDR132L revierte la hipertrofia medida por la masa cardiaca y el volumen telediastélico (LVEDV) (Figura 3B).
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CDR132L mejora la funcién contractil regional en la mayoria de los segmentos del ventriculo izquierdo (AB, anterior
basal; AM, anterior medio; AA, apice anterior; PA apice posterior; PM, medio posterior y PB, basal posterior) (Figura
3C).

Ejemplo 4 - Administracién de CDR132L en un modelo de ratén de insuficiencia cardiaca pos-MlI

4.1 Objetivo del estudio: Evaluacién de la eficacia de CDR132L en un modelo de ratén de insuficiencia cardiaca pos-
MI

4.2 Esquema del estudio:

Modelo de infarto de miocardio (MI) en ratones: ligadura de la arteria coronaria (LAD) permanente en ratones
C57BL/EN (Kolk y otros, 2009).

Grupos: M| o simulacién, tratado con CDR132L o placebo
Tratamiento: 20 mg/kg ip, el dia 7 y 14 pos-Ml|
Criterio de valoracién: Funcién de LV el dia 28 pos-MI. n=6-7/grupo. (Figura 4),

4.3 Resultados:

El tratamiento con CDR132L mejora la disfunciéon ventricular izquierda pos-MI (Figura 5A). Los parametros
independientes de carga de la funcién contractil sistélica también mejoraron (Figura 5B) (*p<0,05).

El tratamiento con CDR132L también mejora la tasa de deformacion longitudinal (LSR) y, por lo tanto, revierte la
disfuncién contractil pos-M| en segmentos cardiacos individuales en el area remota del corazén. (*p<0,05) (Figura 6).

El tratamiento con CDR132L silencia eficazmente la expresién de miR-132 en tejidos cardiacos, en por ejemplo, area
remota (no infarto) y zona periinfarto (Figura 7A).

A nivel histolégico, CDR132L reduce el tamafio de los cardiomiocitos en el area remota del corazén pos-M| (Figura
7B).

A nivel tisular, CDR132L reduce la expresién de la sefial de estrés cardiaco ANP en el corazén pos-MI (Figura 7C).
Ejemplo 5 - Prueba de CDR132L en un modelo porcino de insuficiencia cardiaca pos-Ml

5.1 Objetivo del estudio: Prueba de eficacia de CDR132L in vivo en un modelo clinicamente relevante de infarto de
miocardio posterior.

5.2 Disefio del estudio:

* Modelo porcino de infarto de miocardio provocado por isquemia de 90 min (oclusién de LAD) y reperfusién
subsecuente.

* Grupos: Placebo o CDR132L, n=6 por grupo.

+ Tratamiento: dos veces, el dia 3 y el dia 28 pos-MI, 0,3 mg/kg intracoronario y 0,5 mg/kg intravenoso,
respectivamente (Figura 8).

* Final del estudio: 8 semanas pos-MI|. Mediciones de resultado primarias: EF y remodelacién de LV.

5.3 Resultados:

+ El tratamiento con CDR132L evita la remodelacidén inadaptada y mejora la funcién, segin se determina
mediante la medicién del volumen telediastdlico, el volumen telesistélico, la fraccién expulsada y la funcién
ventricular izquierda (Figuras 9A-D).

+ El tratamiento con CDR132L mejora la contractilidad segmentaria en segmentos correspondientes al
miocardio sobreviviente/remoto; MRI cardiaca al final del estudio: n=6/grupo, area roja: p<0,05 (Figura 9E).

+ Eltratamiento con CDR132L evita la remodelacién inadaptada y mejora la viabilidad del LV en el area apical
segln se determina por NOGA, mapeo electroanatémico al final del estudio: n=6/grupo, placebo frente a
CDR132L: p<0,05 (Figura 10)

+ CDR132L normaliza la expresién tisular de marcadores patolégicos de insuficiencia cardiaca en ANP y BNP
y proporciona un cambio en las isoformas de la cadena pesada de la miosina, es decir, la relacién MYH7/6
(Figura 11).

* A nivel histolégico, el tratamiento con CDR132L reduce eficazmente la hipertrofia de los cardiomiocitos en
areas del LV remotas representativas imagenes de fotomicrografia del area del LV (tincion WGA/DAPI 20x)
(Figura 12A) y representacion grafica (Figura 12B), n=6/grupo, placebo frente a CDR132L: p<0,05.

Ejemplo 6 — Perfil farmacodindmico/acoplamiento a la diana de CDR132L en cerdos
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6.1 Disefio del estudio:

Tratamiento: 1x, dia 0, 0,5 mg/kg o 5 mg/kg de perfusién intracoronaria, n=3 cerdos/grupo, placebo frente a CDR132L:
p<0,05.

+ Ensayo de miARN de tejido por gPCR al final del estudio (24 h después del tratamiento).
6.2 Resultados:

* Una Unica dosis de CDR132L silencia en dosis-dependiente los niveles de miR-132 cardiaco (Figura 13).
Ejemplo 7 — Perfil toxicolégico orgénico
7.1 Disefio del estudio:

+ Tratamiento: dos veces, el dia 3 y el dia 28 pos-MI, 0,3 mg/kg intracoronario y 0,5 mg/kg intravenoso,
respectivamente.

* Muestreo sanguineo seriado, final del estudio: 72 h después del tratamiento, n=6 cerdos/grupo, placebo
frente a CDR132L: p<0,05.

7.2 Resultados:
e Eltratamiento con CDR132L in vivo no provoca ninguna toxicidad orgénica en cerdos (Figura 14).
Se llevaron a cabo estudios de toxicidad de dosis repetidas subsecuentes en ratas y minicerdos.

De acuerdo con un estudio de toxicidad de 4 semanas en ratas mediante el uso de una inyeccién de bolo intravenosa
de CDR132L a 4, 20 y 100 mg/kg en los dias 1 y 28, seguido de un periodo de recuperaciéon de 4 semanas, el “No se
observé nivel de efecto adverso” (NOAEL) en ratas se consideré que era de 20 mg/kg. Esto corresponde a una dosis
equivalente humana de 3,23 mg/kg de peso corporal.

De acuerdo con un estudio de toxicidad de 4 semanas en minicerdos mediante el uso de una inyeccién de bolo
intravenosa de CDR132L a 4, 20 y 40 mg/kg en los dias 1 y 28, seguido de un periodo de recuperacién de 4 semanas,
el “nivel de efecto no observado” (NOEL) en minicerdos se consideré de 40 mg/kg. Esto corresponde a una dosis
equivalente humana de 36,36 mg/kg de peso corporal.

Ejemplo 8 - Niveles cardiacos de ARNm de FoxO3 y SERCA2 en un modelo de ratdn de insuficiencia cardiaca

Los niveles de ARNm de FoxO3 y Serca?2 cardiacos se midieron en ratones de control y de miR-132 TG tratados con
inyeccion intraperitoneal de oligonucleétido control o CDR132L, semanalmente, 4 veces. Todos los valores
representan media £+ SEM. *P < 0,05 (Figuras 15A y 15B).

Ejemplo 9 — Comparacion de diferentes oligonucleétidos

El propésito de este estudio fue evaluar el efecto terapéutico del nuevo inhibidor de miR-132-3p CDR132L de acuerdo
con la invencién preventiva con dos oligonucledtidos comparativos. Los dos oligonucleétidos comparativos presentan
la misma secuencia de oligonucleétidos y una cadena principal de fosforotioato como CDR132L pero difieren en la
distribucién de los bloques de LNA dentro de la molécula. CDR2u1 alberga dos bloques estructurales de LNA en el
extremo 5’ y el 3’, mientras que para CDR301, cada nucleétido porta un bloque estructural de LNA.

Para evaluar la eficiencia, los diferentes oligonucleétidos se administraron a cardiomiocitos de ratas neonatales
(NRCM). Los efectos de este tratamiento se monitorearon mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)
después de las alteraciones en la expresion de miR-132-3p y su gen diana conocido FoxO3 (caja de Forkhead O3).

El disefio experimental y los resultados se muestran en la Figura 16: (A) Descripcién general del disefio experimental.
Los cardiomiocitos de rata neonatal se sembraron el dia 0 y se trataron con los oligonucleétidos CDR132L, CDR2u1
o CDR301 (100 nM cada uno) el dia 1. Al final del estudio, las células se cosechan para el analisis de la expresién
génica. (B) Niveles de expresién de miR-132-3p después del tratamiento con CDR132L, CDR2u1 o CDR301. (C)
Niveles de expresién del gen diana de miR-132-3p caja de Forkhead O3 (FoxO3) después del tratamiento con
CDR132L, CDR2u1 o CDR301. Los datos son media = DE. Los valores de P de oligonucleétidos frente al placebo se
determinaron mediante la prueba de la t de Student bilateral.

El tratamiento de los NRCM con CDR132L y CDR301 condujo a una reduccién significativa de los niveles de miR-132-
3p en un 96 %, mientras que CDR2u1 redujo la expresiéon de miARN en un 30 % (Fig. 16A-B). Ademas, el tratamiento
con CDR132L condujo a una depresion significativa del gen diana de miR-132-3p Foxo3, que no se logré con CDR2u1
y CDR301 (Figura 16C).
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En resumen, nuestros datos demuestran un efecto inhibitorio superior de CDR132L en comparacién con CDR2u1 y
CDR301 indicado por niveles de expresién significativamente reducidos o miR-132-3p y represién significativa de su
gen diana FoxO3.

Ejemplo 10 — Efectos de CDR132L en la fibrosis cardiaca

El propésito de este estudio fue evaluar los efectos terapéuticos antifibréticos de CDR132L en un modelo de fibrosis
in vivo.

Para la prueba de actividad antifibrética in vivo, se usé el modelo de ratdn de infarto de miocardio (Ml) por ligadura
permanente de la arteria coronaria descendente anterior izquierda (LAD) en ratones C57BL/6N. El tratamiento con
CDR132L se aplico el dia 7 y 14 con placebo (oligo aleatorizado de CDR132L, 20 mg/kg) y CDR132L (20 mg/kg). Los
grupos incluyeron el grupo operado de control (ratones operados simulados) y los ratones con ligadura de LAD (M,
infarto de miocardio), que recibieron placebo o CDR132L: Simulacién+placebo, Simulacién+CDR132L, Ml+placebo,
MI+CDR132L. n=6-7/grupo. El disefio experimental se describe en la Figura 17. La evaluacion del efecto antifibrético
de CDR132L in vivo en la insuficiencia cardiaca pos-M| se muestra en la Figura 18. La fibrosis (mostrada como % de
deposicién de colageno detectada por tincién de rojo picrosirio (PSR) y expresiéon génica de cadena alfa 1 de colageno
tipo Ill (Col3a1) con relacidén a B-actina) se atenud después del Ml mediante el tratamiento con CDR132L. Los grupos
incluyeron el grupo de operacién de control (ratones operados simulados) y ratones con ligadura de LAD (M), que
recibieron ya sea placebo (columna negra) o CDR132L (columna blanca): Simulacién+placebo, Simulacién+CDR132L,
MI+placebo, MI+CDR132L. Se realizé una prueba estadistica (prueba de la t para datos independientes) entre ratones
MI tratados con placebo o CDR132L. **p<0,01, n=6-7/grupo.

De acuerdo con los resultados histoldgicos, la fibrosis se atenué después del tratamiento con CDR132L (Figura 18A).
Esto se confirmd a nivel molecular, con expresion génica reducida para marcadores de fibrosis como la cadena alfa 1
del colageno tipo Ill (Col3a1) (Figura 18B).

Ejemplo 11 — Efectos de CDR132L en la fibrosis pulmonar y hepatica

El efecto antifibrético de CDR132L se probd en modelos para fibrosis pulmonar y hepética in vitro. Para ello, los
fibroblastos primarios humanos derivados del higado (fibroblastos hepaticos primarios humanos, HPLF, PeloBiotech)
y del pulmén (fibroblastos pulmonares primarios humanos, NHLF, Lonza) se estimularon con agentes profibréticos y
se trataron con CDR132L. Los efectos terapéuticos de CDRL132L se monitorearon mediante el seguimiento de
procesos clave dentro de la via fibrética, que incluyen la velocidad de proliferacidn y las alteraciones en la expresion
de los genes marcadores fibréticos al final del estudio. Ademas, se evalué la expresién de miR-132-3p para demostrar
el tratamiento eficaz con CDR132L.

Para determinar la proliferacién celular, se usé un kit de ELISA de proliferacién celular (ensayo inmunosorbente ligado
a enzimas) (proporcionado por Roche). Este ensayo colorimétrico permite cuantificar la proliferacién celular en base a
la medicién de BrdU (bromodesoxiuridina) incorporado en el ADN recién sintetizado de células en proliferacién. La
cantidad de BrdU incorporado se ha detectado y cuantificado. Los valores de absorbancia se correlacionan
directamente con la cantidad de sintesis de ADN y, de esta manera, con el nUmero de células en proliferacién en los
microcultivos respectivos. La expresidn génica se ha evaluado mediante el uso de PCR cuantitativa en tiempo real
(QRT-PCR) que mide los niveles de expresiéon de miR-132-3p y marcadores fibréticos que incluyen colageno 1A1
(COL1A1), colageno 1A2 (COL1A2) y metalopeptidasa de matriz 2 (MMP2).

La Figura 19 se refiere al modelo de fibrosis hepética in vitro: (A) Descripcion general del disefio experimental. Los
fibroblastos hepaticos primarios humanos (proporcionados por PeloBiotech) se sembraron el dia 0 y se trataron con
estimulo fibrético (10 ng/ml de TGF-B en medio de crecimiento normal (medio de fibroblastos completo suplementado
con FBS al 10 %)) y CDR132L (100 nM) el dia 1. Al final del estudio, se ha evaluado la proliferacién celular y la
expresién génica de los marcadores fibréticos. (B) Niveles de expresién de miR-132-3p después del tratamiento con
CDR132L. (C) Proliferaciéon evaluada mediante el monitoreo de la incorporacion de BrdU durante la sintesis de ADN.
El reactivo de BrdU se afiadié al medio 20 h antes del final del estudio. (D) Niveles de expresion de genes de
marcadores fibréticos (colageno 1A1 (COL1A1), colageno 1A2 (COL1A2) y metalopeptidasa de matriz 2 (MMP2)). En
(B)y (D) la linea discontinua indica el nivel de expresion de células de control no estimuladas. Los datos son media
DE. Los valores de P de CDR132L frente al control se determinaron mediante la prueba de la t de Student bilateral.

La estimulacién de HPLF con factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (Figura 19A) condujo a una induccién
leve de miR-132-3p que se redujo significativamente mediante el tratamiento con CDR132L (Figura 19B). Ademas,
este compuesto redujo la proliferacién de fibroblastos (Figura 19C) y la expresién génica fibrética, que incluye COL1A1,
COL1A2 y MMP2 (Figura 19D).

La Figura 20 se refiere al modelo de fibrosis pulmonar in vitro: (A) Descripcién general del disefio experimental. Los
fibroblastos pulmonares humanos normales (proporcionados por Lonza) se sembraron el dia 0 y se trataron con un
estimulo fibrético (FBS alto (5 %) en medio de crecimiento de fibroblastos y CDR132L (100 nM) el dia 1. Al final del
estudio, se ha evaluado la proliferacidn celular y la expresién génica. (B) Niveles de expresién de miR-132-3p después
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del tratamiento con CDR132L. (C) Proliferacién evaluada mediante el monitoreo de la incorporacién de BrdU durante
la sintesis de ADN. El reactivo de BrdU se ha afiadido al medio 20 h antes del final del estudio. En (B) la linea
discontinua indica el nivel de expresion de células de control no estimuladas. Los datos son media + DE. Los valores
de P de CDR132L frente al control se determinaron mediante la prueba de la t de Student bilateral.

En las células NHLF, después de la estimulacién fibrética con FBS alto (5 % en comparacién con las condiciones de
crecimiento normales de FBS al 2 %) (Figura 20A) no se observéd elevacién de miR-132-3p (Figura 20B). Sin embargo,
el tratamiento con CDR132L condujo a una reduccién significativa del microARN diana (Figura 20B) y la proliferacién
de fibroblastos (Figura 20C).

En resumen, nuestros datos demuestran un efecto antifibrético significativo del analogo de oligonucleétido CDR132L
en fibroblastos derivados del higado o los pulmones, asi como también en el tejido cardiaco. Se supone que este
efecto puede basarse en la capacidad antiproliferativa del farmaco y/o en su efecto sobre la expresion de proteinas
de la matriz extracelular.

Ejemplo 12 — Protocolo de un estudio clinico en seres humanos
12.1 Protocolo:
Fundamentacidn

El estado actual de la farmacoterapia para la insuficiencia cardiaca se limita principalmente a las etapas de la
enfermedad menos avanzadas (etapa | y Il de la Asociacion cardiaca de Nueva York; NYHA I/ll). Sin embargo, los
farmacos no pueden evitar la progresion a etapas avanzadas (NYHA Ill y IV), que se asocian con hospitalizaciones
frecuentes y una mortalidad a 1 afio que supera el 70 % (13). Como Ultimo recurso, las bombas implantadas
(dispositivos de asistencia ventricular izquierda, LVAD) y, en Ultima instancia, el trasplante de corazdn pueden ser las
Unicas opciones para salvar vidas para unos pocos pacientes con insuficiencia cardiaca en etapa terminal.

Por lo tanto, se necesitan urgentemente agentes terapéuticos novedosos, eficaces y que detengan la enfermedad,
que reduzcan la mortalidad y la hospitalizacion para ofrecer una esperanza curativa a los pacientes. El enfoque de los
presentes inventores ofrece una nueva oportunidad para revolucionar la practica médica, mejorar la atencién al
paciente y reducir los costos de la atencién de la insuficiencia cardiaca.

El modo de accion de CDR132L tiene los siguientes elementos clave que forman la base de su papel como un farmaco
de prdxima generacion en la insuficiencia cardiaca:

normalizacién de los niveles cardiacos anormales de miR-132,

normalizacién de la sefializacién del calcio y la contractilidad, y la funcién cardiaca,
mejora en la autofagia y la homeostasis cardiacas, y

atenuacién de la remodelaciéon cardiaca inadaptada.

o O T Q

)
)
)
)
Los resultados de los estudios preclinicos demostraron que el perfil de seguridad de CDR132L es adecuado para
avanzar con el desarrollo clinico.

Por lo tanto, este estudio tiene como objetivo evaluar la seguridad, farmacocinética y algunos parametros
farmacodinamicos en pacientes con insuficiencia cardiaca estable de origen isquémico (NYHA I-lll) en base a los
efectos terapéuticos significativos demostrados en el estudio de animales grandes clinicamente relevante. Para este
estudio se planea aplicar un esquema de aumento escalonado de la dosis.

Objetivo principal

e Para evaluar la seguridad de una dosis Unica y una dosis repetida de CDR132L en pacientes con
insuficiencia cardiaca estable de origen isquémico (NYHA etapas |, Il y III).

Objetivo secundario

o Caracterizar el perfil farmacocinético (PK) de CDR132L en pacientes con insuficiencia cardiaca estable de
origen isquémico.

Objetivo exploratorio

o Determinar el efecto de CDR132L sobre los pardmetros farmacodinamicos (PD).
Criterios de valoracidn primarios
El criterio de valoracién primario es la seguridad de CDR132L medida por:
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La incidencia y la gravedad de los eventos adversos surgidos del tratamiento (TEAE),
Proporcién de sujetos con cambios clinicamente significativos en las pruebas de seguridad de laboratorio
(hematologia, quimica, coagulacién y analisis de orina),
Proporcién de sujetos con anomalias morfol6gicas y/o de ritmo en el electrocardiograma (ECG),

e Proporcién de sujetos con cambios clinicamente significativos en los intervalos de tiempo del ECG
(intervalos PR, QRS, QT y QTc),

e Proporcién de sujetos con cambios clinicamente significativos en los signos vitales (presién arterial sistélica,
presién arterial diastdlica y frecuencia de pulso),

e Proporcién de sujetos con cambios clinicamente significativos en los marcadores de dafio organico de dafio
cardiaco (troponina T cardiaca de alta sensibilidad), renal (creatinina) y hepatico (aspartato transaminasa y
alanina transaminasa) y de descongestion (propéptido natriurético tipo B N-terminal).

Criterios de valoracién secundarios

Parametros PK derivados por métodos no compartimentales que incluyen la concentracién plasmatica méaxima
observada (Cnax), tiempo hasta la concentracién plasmatica maxima (tmax), area bajo la curva de concentraciéon-plasma
tiempo desde el tiempo cero hasta la Ultima concentracion plasmatica detectable (AUCo.), érea bajo la curva de
concentracién-plasma tiempo desde el tiempo cero extrapolada al infinito (AUCq.inf), aclaramiento de sangre (CL),
constante de velocidad de eliminacién terminal (Az), vida media de eliminacién terminal (t1,2), volumen de distribucién
(Vdss).

Criterios de valoracidn exploratorios

e Los parametros de PD que incluyen, entre otros, los siguientes biomarcadores: microARN 132 (miR-132)
para el acoplamiento a la diana, propéptido natriurético tipo b N-terminal (NT-pro-BNP) para la
descongestién y lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL) como marcador de remodelacion
cardiaca. Pueden requerirse parametros adicionales.

e Para identificar biomarcadores que pueden (1) predecir la respuesta al tratamiento con CDR132L, (2)
explicar la variabilidad en la PK/PD del farmaco, (3) predecir la susceptibilidad a las interacciones farmaco-
farmaco o (4) predecir la aparicién de problemas de seguridad. El objetivo de dicha investigacién
exploratoria sera desarrollar una mejor comprensién de los factores intrinsecos y extrinsecos que pueden
afectar la farmacocinética de CDR132L en sujetos humanos. Esto no incluird ninguna secuenciacién del
genoma (ADN) de los pacientes.

Disefio del estudio

Este es un estudio de fase |, aleatorizado, con doble enmascaramiento y controlado con placebo para evaluar la
seguridad, los pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos de CDR132L en pacientes con insuficiencia cardiaca
estable de origen isquémico (NYHA etapas I-111).

Se inscribirdn un méximo de veintiocho pacientes. Las cuatro cohortes planificadas con tamafio de cohorte maximo
se enumeran a continuacién. Cada una de estas cohortes consistira en hasta 7 pacientes. Los pacientes se asignharan
al azar para recibir una infusién intravenosa de 15 minutos de CDR132L o placebo en una relacién de hasta 5:2.

e Tratamiento 1 (n= hasta 7) - 0,32 mg/kg de CDR132L; placebo
e Tratamiento 2 (n= hasta 7) - 1,00 mg/kg de CDR132L; placebo
e Tratamiento 3 (n= hasta 7) - 3,00 mg/kg de CDR132L; placebo
e Tratamiento 4 (n= hasta 7) - 10,00 mg/kg de CDR132L; placebo.

Los pacientes se seleccionaran dentro de los 41 dias previos a la entrada en el estudio el dia -1. Cada sujeto recibira
informacién verbal y escrita seguida de la firma del Formulario de Consentimiento Informado (ICF) antes de que se
lleven a cabo cualquier procedimiento de seleccién. Los sujetos se admitiran en la unidad de estudio el dia -1 y se
daran de alta el dia 4, se readmitirén el dia 27 y se daréan de alta el dia 31. El dia 1, los voluntarios recibiran CDR132L
o placebo, recibiran una segunda dosis coincidente cuando se readmitan el dia 27, con una segunda dosificacién que
se producira el dia 28. Todos los pacientes deben recibir terapia de Estandar de Atencién (SoC) para la insuficiencia
cardiaca de origen isquémico, de acuerdo con las Gltimas guias europeas (14). Se administrara CDR132L o placebo
como terapia complementaria al tratamiento SoC.

Todos los sujetos asistiran a la unidad para visitas ambulatorias planificadas los dias 10-14, 56, 84 y 112. Todas las
evaluaciones realizadas durante el estudio se detallan en el cronograma de evaluaciones del estudio (Tabla 2 y Tabla
3). Las caracteristicas del disefio del estudio pueden adaptarse de acuerdo con las caracteristicas adaptativas (Tabla
4). Este estudio usara una estrategia de dosificacion centinela, para obtener todos los detalles ver la Seccién 3.3.5.

Numero de sujetos
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Veintiocho pacientes con insuficiencia cardiaca estable de origen isquémico se reclutaron para las cohortes de
dosificaciéon 1, 2, 3y 4.

Criterios principales de admision
C18036_CDR132L-FIH01_Clinical Study Protocol_v1.0_17Apr2019

Plantilla de protocolo de estudio clinico (versién 6) 14 MAR 2019 Pagina 16 de 85 Los sujetos se incluiran si tienen
entre 30 y 80 afios de edad con un indice de masa corporal (IMC) entre 18,0-28,0 kg/m? y se confirmé la insuficiencia
cardiaca estable de origen isquémico.

Los criterios de exclusidén principales son: Insuficiencia cardiaca de origen no isquémico (enfermedad cardiaca
hipertensiva, miocarditis, miocardiopatia alcohdlica e insuficiencia cardiaca debida a fibrilacién auricular rapida),
enfermedad actual o recurrente; que no incluye insuficiencia cardiaca estable (por ejemplo, hematoldgica, neurolégica,
endocrina, inmunolégica, renal, hepética o gastrointestinal u otras afecciones) que podrian afectar la accién, absorcién
o disposicién de CDR132L, o podrian afectar las evaluaciones clinicas o las evaluaciones de laboratorio clinico.

Tratamiento(s) de prueba y modo de administracién

Cohorte 1: infusién intravenosa de CDR132L a 0,32 mg/kg ( ) (n=
Cohorte 2: infusién intravenosa de CDR132L a 1,00 mg/kg (15 min; 20 ml) en los dias 1 y 28 (n=
Cohorte 3: infusién intravenosa de CDR132L a 3,00 mg/kg (15 min; 20 ml) en los dias 1 y 28 (n=
Cohorte 4: infusién intravenosa de CDR132L a 10,00 mg/kg (15 min; 20 ml) en los dias 1y 28 (
Tratamiento(s) de referencia y modo de administracion

15 min; 20 ml) en los dias 1 y 28 (n=5)
9)

9)
n=5

)

Infusién intravenosa (15 min; 20 ml) de placebo (n=8) para igualar CDR132L.
Criterios de evaluacidn
- Andlisis de seguridad

Las evaluaciones de seguridad incluiran pruebas de seguridad de laboratorio estandar (hematologia, coagulacién,
bioquimica y analisis de orina), signos vitales (presién arterial sistdlica [PAS], presiéon arterial diastdlica [PAD],
frecuencia respiratoria, frecuencia del pulso y temperatura timpanica), exdmenes fisicos, ECG de 12 derivaciones
(intervalos RR, PR, QRS, QT, QTcF y frecuencia cardiaca [FC]), telemetria, evaluacién de biomarcadores y monitoreo
de eventos adversos.

- Analisis farmacocinético

Los siguientes parametros farmacocinéticos se calcularan a partir de las concentraciones plasmaticas medidas de
CDR132L: concentracién plasmatica méxima observada (Cmax), tiempo hasta la concentraciéon plasmatica maxima
(tmax), @rea bajo la curva de concentracién-plasma tiempo desde el tiempo cero hasta la ultima concentracién
plasmética detectable (AUCq.), area bajo la curva de concentracién-plasma tiempo desde el tiempo cero extrapolada
al infinito (AUCo.inf), aclaramiento de sangre (CL), constante de velocidad de eliminacién terminal (Az), vida media de
eliminacién terminal (t12), volumen de distribucién (Vgss).

- Andlisis de farmacodinamica

Las evaluaciones farmacodindmicas seran exploratorias y se evaluaran mediante la obtencién de muestras de sangre
para determinar la concentracién de los siguientes biomarcadores: microARN 132 (miR-132) para el acoplamiento a
la diana, propéptido natriurético tipo b N-terminal (NT-pro-BNP) para la descongestién y lipocalina asociada a la
gelatinasa de neutréfilos (NGAL) como marcador de remodelacion cardiaca. Pueden requerirse parametros
adicionales.

Métodos estadisticos

Se redactaré y firmara un plan de anélisis estadistico (SAP) que contenga la metodologia estadistica detallada antes
del bloqueo total de la base de datos. El plan puede actualizarse para reflejar las caracteristicas adaptativas del estudio
segln sea apropiado.

- Andlisis estadistico de pardmetros de seguridad

Los eventos adversos (AE), los signos vitales, los pardmetros del ECG y los datos de laboratorio clinico se enumeraran
y resumiran mediante el uso de estadisticas descriptivas.
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El nimero (y %) de sujetos que tuvieron cualquier AE se resumira para cada dosis. Todos los AE se enumeraran por
clase de érgano del sistema (SOC) y término preferido (PT) asignado al evento mediante el uso del Diccionario médico
para actividades reguladoras (MedDRA). Ademés, estos eventos se resumiran por la intensidad maxima. También se
resumird el numero de sujetos que tuvieron AE relacionados con el farmaco. Se enumeraran todos los eventos
adversos graves (SAE) y/o eventos adversos que condujeron a la suspensién.

- Andlisis estadisticos de pardmetros farmacocinéticos

Las concentraciones plasmaticas se enumeraran y resumiran por punto de tiempo. Los pardmetros de PK se
enumeraran para cada sujeto y se resumirdn para cada grupo de tratamiento mediante el uso de estadisticas
descriptivas. Para evaluar preliminarmente la proporcionalidad de la dosis para Cnax ¥ AUC, Crax en plasma
normalizada por dosis, AUCo.ty AUCo.int S€ calcularan y resumiran descriptivamente. Ademas, se ajustara un modelo
de potencia con log (parametro PK) como variable de respuesta y log(dosis) como predictor a los datos para Cmex €n
plasma, AUCo+y AUCqin. Una pendiente de 1 en este modelo corresponde a la proporcionalidad de la dosis. La
pendiente se estimara con su Cl de 90 % y 95 % de 2 lados.

- Andlisis estadisticos de pardmetros farmacodinamicos

Los datos de los parametros de PD se enumeraran y resumiran: valores absolutos junto con los cambios con respecto
al valor inicial, mediante el uso de estadisticas descriptivas.

Para cada grupo de dosis, se investigara la relacién entre la concentracion plasmética y los parametros de PD
mediante el uso de la representacién grafica de cada parametro de PD frente a las concentraciones plasmaticas. Esta
relaciéon se investigard mediante el uso de la intersecciéon de la PK y la poblacién de PD relevante. Cuando las
estadisticas resumidas y las representaciones graficas indican una relacién entre la concentracién plasmatica y el
parametro de PD, puede desarrollarse un modelo estadistico apropiado para explicar mas esta relacion.

12.2 Caracteristicas del paciente:

28 Pacientes con insuficiencia cardiaca (HF) estable de origen isquémico (NYHA 1-3) se incluyeron en un estudio
aleatorizado con doble enmascaramiento controlado con placebo. Las caracteristicas del paciente incluyeron ademas
diabetes tipo 2, eventos previos de infarto de miocardio, fibrilacién auricular, hipertensién arterial, intervencién
percutanea y/o cirugia de derivacién de arteria coronaria. La fraccién expulsada ventricular izquierda estuvo en el
intervalo entre 31 % y 56 %.

Los pacientes recibieron tratamiento de fondo para comorbilidades a discrecién del médico y estaban en terapia
estable para su afeccién de HF individual. La mayoria de los pacientes recibieron terapia dualfriple (un betabloqueador
combinado con un inhibidor de la ECA o un bloqueador del receptor de la angiotensina y un antagonista
mineralocorticoide). 2 pacientes con placebo y 2 con Verum tenian un marcapasos biventricular; 3 pacientes con
Verum tenian un desfibrilador cardioversor implantado (ICD).

12.3 Resultados preliminares:
Perfil farmacocinético (PK)

El perfil PK de CDR132L en humanos confirmé el perfil de seguridad sin signos de acumulacién. Se confirmaron el
perfil de PK y la traducibilidad de cerdo a humano. Alto nivel de linealidad de la dosis en Cmex Y AUG permitieron la
proyeccién de los pardmetros PK para otras dosis (por ejemplo, 5 mg/kg). En base a los resultados preliminares del
estudio de fase Ib, la dosis inicial para una fase de estudio clinico Il se sugiere entre 3 y 10 mg/kg seguido de la dosis
de mantenimiento entre aproximadamente 3 y 5 mg/kg.

Acoplamiento a la diana

Los niveles de miR-132 circulantes en los pacientes con Verum disminuyeron significativamente y dependiendo de la
dosis y permanecieron bajos con el tiempo (hasta el final del estudio el dia 112).

Resultados del ECG

La mayoria de los pacientes con Verum tenian un ECG anormal en la seleccién. Muchos de ellos mostraron
normalizacién o mejora sustancial dependiente de la dosis (por ejemplo, normalizacién de las ondas T, estrechamiento
del QRS o ausencia de bloqueo de la rama izquierda del haz de His (LBBB) y/o bloqueo de la rama derecha del haz
de His (RBBB); normalizacién de la progresion R) bajo el tratamiento con CDR132L. Ninguno tuvo empeoramiento de
los ECG con respecto al valor inicial con el tratamiento con CDR132L. En base a los datos de QT y QTc no se encontrd
indicio de un potencial proarritmico.

Parametros farmacodindmicos (PD)
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Se encontré un impacto positivo en la fraccién expulsada (EF) en la mayoria de los pacientes tratados. EI NT-proBNP
como marcador de seguridad cardiaca no se vio afectado negativamente por el tratamiento con CDR132L. Los
pacientes del grupo de dosis mas alta (10 mg/kg) mostraron una disminucién sélida en los niveles de NT-proBNP el
dia 28 y 122 en comparacién con el valor inicial. El tratamiento 2x con CDR132L (dosis 1-10 mg/kg) condujo a una
mejora de la EF y/o reduccién de los valores de NT-proBNP en > 50 % de todos los pacientes. Se encontré una
reduccién en el tiempo de relajaciéon isovolumétrica (IVRT), un marcador importante de la relajacién ventricular
izquierda, en pacientes con EF > 45 %, sugiriendo un beneficio en pacientes con disfuncion diastélica.

Marcadores biolégicos

Los biomarcadores de fibrosis cardiaca, el propéptido C-terminal de procolageno de tipo | (PICP) y la galectina-3 (Gal-
3) muestran niveles reducidos en pacientes con HF tratados con CDR132L, lo que indica efectos antifibréticos.
Ademas, el biomarcador de fibrosis de la metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1) se correlaciond positivamente con los
niveles de miR-132 circulantes y se redujo en pacientes de grupos de dosis mas alta (cohortes 3 y 4). Al final del
estudio, los niveles de MMP-1 estuvieron por debajo del limite de deteccién en la cohorte 4.

Seguridad y tolerancia

No se encontraron eventos adversos graves (SAE). No se identificaron efectos patolégicos ni sefiales de seguridad
en los parametros bioquimicos y hematolégicos, signos vitales y ECG:

12.4 Conclusién:

Los pacientes con insuficiencia cardiaca humana toleraron bien CDR132L y no mostraron signos de toxicidad en dosis
de hasta 10 mg/kg.

Ejemplo 13 - Monitoreo de la terapia con CDR132L mediante cuantificacién de miR-132-3p circulante en plasma

El propésito de este estudio fue evaluar los niveles de miR-132-3p en plasma como un biomarcador para el monitoreo
de la terapia con CDR132L.

El miR-132-3p circulante se midi6 en muestras de plasma de un modelo porcino controlado con placebo de
insuficiencia cardiaca (HF) inducida por infarto de miocardio (MI) (Figura 21). Los animales se sometieron a Ml y se
sometieron a diferentes esquemas de tratamiento de CDR132L, que incluyen dos aplicaciones el dia 3 y el mes 1
(intracoronaria/intravenosa (ICIV) frente a intravenosal/intravenosa (IVIV)) y tres niveles de dosis de CDR132L (bajo:
1 mg/kg, medio: 5 mg/kg o alto: 10 mg/kg).

El estudio estuvo acompafiado de muestreo sanguineo en serie hasta el mes 2. En muestras de plasma de los niveles
de miR-132-3p circulantes al final del estudio se monitorearon mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)
mediante el uso de sondas TagMan para miR-132-3p. Los datos se normalizaron a un microARN sintético (cel-miR-
39) afladido durante el procedimiento de extraccion de ARN.

El tratamiento con CDR132L condujo a un aumento dependiente de la dosis de la sustancia farmacolégica en el érgano
diana, el corazén, y una reduccion significativa de miR-132-3p funcional en muestras de plasma. La Figura 22 muestra
un analisis de correlacién de la concentracién de CDR132L en tejido cardiaco (regién remota de M| de LV) de todos
los animales incluidos (IVIV e ICIV) y los niveles de miR-132-3p circulantes normalizados a cel-miR-39. Los datos son
animales individuales como medias + SEM. Los valores de P se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney U
bilateral no paramétrica (panel izquierdo). La correlacién se realizé mediante la correlacion de momentos del producto
de Pearson y la correlacién de orden de rango de Spearman (panel derecho). En consecuencia, el miR-132-3p
circulante se correlacioné fuertemente con la concentracién de CDR132L en el tejido cardiaco de animales tratados.
Estos datos indican que el miR-132-3p circulante es un marcador indicativo de la presencia de CDR132L en el tejido
cardiaco.

Ademas, evaluamos si otros biomarcadores establecidos indican la presencia de CDR132L en el tejido cardiaco. El
propéptido natriurético tipo B N-terminal (NT-proBNP) es bien conocido como un marcador de estrés cardiaco, que se
correlaciona con la gravedad de la insuficiencia cardiaca. En linea con los niveles de miR-132-3p, la Figura 23 muestra
un analisis de correlacién de la concentracién de CDR132L en tejido cardiaco (regién remota de M| de LV) de todos
los animales incluidos (IVIV e ICIV) y los niveles plasmaticos de NT-proBNP (propéptido natriurético tipo b N-terminal).
Los datos son animales individuales como medias + SEM. Los valores de P se evaluaron mediante la prueba de Mann-
Whitney U bilateral no paramétrica (panel izquierdo). La correlacién se realizé mediante la correlacién de momentos
del producto de Pearson y la correlacion de orden de rango de Spearman (panel derecho). Se observé una reduccién
de NT-proBNP en el plasma de animales tratados con CDR132L (Figura 23). Sin embargo, la dependencia de la dosis
fue menos evidente y la correlacién con CDR132L cardiaco fue menos significativa.

Aparte de la relacién entre miR-132 circulante en plasma y CDR132L en el corazén, evaluamos si la sustancia
farmacolégica inhibe eficientemente su microARN diana miR-132-3p. Los niveles funcionales de miR-132-3p se
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redujeron significativamente en el tejido cardiaco (regién remota de Ml de LV) y esta reduccidén fue més fuerte cuanto
mayor fue la dosis.

La Figura 24 muestra un analisis de correlacién de los niveles funcionales de miR-132-3p en tejido cardiaco (regidén
remota de M| de LV) de todos los animales incluidos (IVIV e ICIV) y los niveles circulantes de este microARN
normalizados a cel-miR-39. Los datos son animales individuales como medias + SEM. Los valores de P se evaluaron
mediante la prueba de Mann-Whitney U bilateral no paramétrica (panel izquierdo). La correlacién se realizé mediante
la correlacion de momentos del producto de Pearson y la correlacién de orden de rango de Spearman (panel derecho).
La correlacién de miR-132-3p en plasma y cardiaco no reveld una asociacién negativa significativa entre ambos
parametros, lo que indica que los niveles plasméaticos de miR-132-3p son indicativos de la actividad de CDR132L en
su miR-132-3p diana.

Se ha demostrado que el tratamiento con CDR132L mejora la funcién cardiaca después del MI. En consecuencia,
probamos si esta mejora funcional, el cambio en la fraccién expulsada ventricular izquierda (EF) comparado entre el
dia 3 después del Ml y el mes 2 (delta EF), corresponde con el miR-132-3p circulante. Se observd una correlacién
negativa significativa para ambos parametros, lo que indica que el nivel de miR-132-3p circulante es indicativo de la
mejora de la funcién cardiaca.

La Figura 25 muestra un analisis de correlacién de delta EF (mejora de EF desde el dia 3 hasta el mes 2) de todos los
animales incluidos (IVIV e ICIV) y los niveles circulantes de este microARN normalizados a cel-miR-39. Los datos son
animales individuales como medias + SEM. Los valores de P se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney U
bilateral no paramétrica (panel izquierdo). La correlacién se realizé mediante la correlacidén de momentos del producto
de Pearson y la correlacién de orden de rango de Spearman (panel derecho).

La asociacidén negativa fue tan fuerte como la correlacién entre la mejora funcional y el marcador de estrés cardiaco
NT-proBNP.

La Figura 26 muestra un analisis de correlaciéon de los niveles plasméticos de NT-proBNP de todos los animales
incluidos (IVIV e ICIV) y delta EF (mejora de EF desde el dia 3 hasta el mes 2). Los datos son animales individuales
como medias + SEM. Los valores de P se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney U bilateral no paramétrica
(panel izquierdo). La correlacién se realizd6 mediante la correlacién de momentos del producto de Pearson y la
correlacién de orden de rango de Spearman (panel derecho).

Ademés, un bajo nivel de NT-proBNP circulante corresponde con un bajo nivel de miR-132-3p circulante de manera
lineal.

La Figura 27 muestra un anélisis de correlaciéon de los niveles plasméticos de NT-proBNP de todos los animales
incluidos (IVIV e ICIV) y los niveles de miR-132-3p circulantes normalizados a cel-miR-39. Los datos son animales
individuales como medias + SEM. Los valores de P se evaluaron mediante la prueba de Mann-Whitney U bilateral no
paramétrica (panel izquierdo). La correlacién se realizé mediante la correlacién de momentos del producto de Pearson
y la correlacién de orden de rango de Spearman (panel derecho).

Ejemplo 14 — CDR132L en insuficiencia cardiaca subaguda

14.1 Objetivo del estudio: Evaluacion de la eficacia de CDR132L en un modelo porcino de insuficiencia cardiaca
(HF) subaguda pos-MI

14.2 Esquema del estudio:
* Modelo de HF después de infarto de miocardio con seguimiento de 56 dias en 135 animales
» Cerdos domésticos con aumento de peso lento (“raza mangalica”)

» Control de placebo y 3 grupos de dosis
1, 5, 10 mg/kg b.s. tratados dos veces, en los dias 3 y 28 (Figura 28).

» Comparacién de aplicaciones intracoronaria/intravenosa
(IC/IV) e intravenosal/intravenosa (IV/IV).

¢ Animales considerados para el analisis de datos: 79 animales.
14.3 Resultados:
Cambio en la fraccién expulsada Delta EF (EF dia 56 — EF dia 3)
NB: Criterios de inclusion, EF el dia 3 <40 %
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Se encontraron cambios significativos en la EF desde el dia 3 hasta el dia 56 (delta EF) pos-MI en los grupos de IV/IV
y IC/IV de dosis media y alta, lo que indica una mejora funcional (Figura 29).

Correlaciéon de NT-proBNP circulante y delta EF (dia 56 — dia 3)

El aumento relacionado con HF de NT-proBNP pos-MI se invirtié en los grupos de dosis media y alta el dia 56. Un
nivel bajo de concentracién circulante de NT-proBNP corresponde con una mejora de la funcién cardiaca indicada por
el aumento de la delta EF. EI NT-proBNP sirve como un biomarcador potencial para el indicio de acoplamiento a la
diana (ver Ejemplo 13).

Fibrosis (%) al final del estudio (dia 56) en la regién remota de Ml de LV

NB: Criterios de inclusion, EF el dia 3 <40 %

Se encontraron cambios significativos en el desarrollo de la fibrosis en el grupo de dosis media y alta que contribuyeron
a la mejora funcional (Figura 30).

Respuesta terapéutica (dia 56)

NB: Criterios de inclusién, EF el dia 3 <40 %

Un analisis de respuesta desvelé una respuesta dependiente de la dosis en la mejora del EF. El 85,7 % del grupo de
dosis alta de IVIV mostré una delta EF de >7 % mientras que solo el 4,6 % de todos los animales de placebo mostraron
una recuperacion de >7 % (Figura 31).

14.4 Conclusiones:

La CDR132L mejora eficazmente la funcién cardiaca, en base a las mediciones de la MRI cardiaca de referencia en
un modelo de animales grandes clinicamente relevante y aceptado de HF pos-MI. Se observé una relacién de dosis
lineal para la mejora de la funcién cardiaca. El grupo de dosis alta de IVIV mostré un aumento del 10,38 % en la EF el
dia 56 en comparacién con el dia 3 (corregido con placebo). La eficacia demostrada de CDR132L tiene una alta
relevancia clinica (para la comparacién, la trasplante de células cardiacas aumenta en el mejor de los casos en un 3
-4 % de EF).

Ejemplo 15 — CDR132L para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca crénica

15.1 Objetivo del estudio: Evaluacion de la eficacia de CDR132L en un modelo porcino de insuficiencia cardiaca (HF)
crénica pos-Ml|

15.2 Esquema del estudio:
Validacion de la eficacia de CDR132L en un modelo porcino de insuficiencia cardiaca (HF) crénica pos-MI
* Modelo crénico de HF pos-MI con seguimiento de 6 meses (Figura 32)
+ Cerdos domésticos con aumento de peso lento (“raza de mangalica”)
» Tres grupos de tratamiento:
5x mensual placebo
5x mensual CDR132L
3x mensual CDR132L
* Dosis: 5 mg/kg
* Via de administracion: IV
* Animales considerados para el analisis de datos: 29 animales.
15.3. Resultados:
Fraccién expulsada (EF)

NB: Criterios de inclusion, EF en el mes 1 <40 %

Se encontraron cambios significativos de EF >7 % de mes 1 a mes 6 pos-MI| en todos los grupos de tratamiento en
comparacién con el placebo (Figura 33).

Anélisis de respuesta
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NB: Criterios de inclusion, EF en el mes 1 <40 %

Se observé una fuerte correlacién entre la cantidad de tratamiento y la mejora del EF (delta EF M6-M1) (Figura 33). El
87,5 % del grupo de tratamiento 5x mostré una delta EF de > 7 % mientras que solo 2 de 11 animales de control
mostraron una recuperacion de > 3 %.

Niveles de CDR132L y miR-132-3p después de 6 meses
NB: Criterios de inclusion, EF el dia del mes 1 <40 %

Se observé una distribucién del tejido cardiaco de CDR132L dependiente de la dosis (regién remota de Ml de LV). La
concentracién tisular de CDR132L corresponde a un nivel funcional bajo de miR-132-3p (Figura 34).

Volumen telesistélico del ventriculo izquierdo (LVESV)

El tratamiento con CDR132L mostré un efecto beneficioso sobre el remodelado ventricular izquierdo adverso y atenud
significativamente el aumento pos-MI del LVESV durante un periodo de seguimiento de 6 meses en ambos grupos de
tratamiento en comparacién con el placebo.

Auricula izquierda (LA)

El tratamiento con CDR132L redujo el remodelado crénico atrial posterior a la Ml segln se evalué mediante imagenes.
El volumen de LA y el indice de LA (volumen de LA normalizado al area de superficie corporal) se redujeron
significativamente en ambos grupos de tratamiento en comparacién con el placebo.

Funcién sistélica y contractilidad

La funcién sistélica y la contractilidad mejoraron significativamente con el tratamiento con CDR132L en el corazén con
insuficiencia pos-MI, evaluado mediante medicién hemodinamica invasiva al final del estudio de 6 meses. El analisis
de los parametros independientes de la carga revelé una mejora dependiente del tratamiento de CDR132L de la
contractilidad miocérdica (relaciéon presion-volumen telesistdlico y trabajo sistélico de precarga reclutable) que se
tradujo claramente en una mejor funcién sistélica general.

Funcién diastélica

El tratamiento con CDR132L mejord significativamente la funcion diastélica. El pardmetro diastélico global (velocidad
minima de cambio de presién en el ventriculo) y el pardmetro EDPVR independiente de la carga (relacién presién-
volumen telediastdlico), un marcador sensible de la rigidez y la capacitancia cardiacas, mejoraron ambos con el
tratamiento con CDR321L.

15.4 Conclusiones:

CDR132L mejora fuertemente la funcién cardiaca en un modelo porcino de insuficiencia cardiaca crénica. Un aumento
del 7,14 % en EF se demostrd en el mes 6 en animales que recibieron cinco tratamientos mensuales con CDR132L
(corregido con placebo). EI 87,5 % de los animales respondieron al tratamiento con una mejora de mas del 7 % en EF.
No se observaron eventos adversos relacionados con la terapia ni cambios en la hematologia o la quimica de
laboratorio. La eficacia demostrada de CDR132L es clinicamente muy relevante como opcién de tratamiento en la
insuficiencia cardiaca crénica.

Ademas, los tratamientos con CDR132L administrados mensualmente mejoran eficazmente el remodelado, funcién
sistélica (por ejemplo, contractilidad cardiaca) y funcién diastélica (por ejemplo, relajacién cardiaca) en un modelo de
insuficiencia cardiaca crénica pos-Ml.

Ejemplo 16 - Estudio farmacocinético

Para evaluar ademas el potencial terapéutico de CDR132L, disefiamos un estudio farmacocinético (PK) de animales
grandes para evaluar la exposicién y distribucién en tejidos en el tejido diana de nuestro compuesto en cerdos. La
administraciéon intravenosa (1V) es una via de aplicacion clinicamente preferida, sin embargo, muchos enfoques de
terapia novedosos dependen de una via de administracidn alternativa, tal como la perfusién intracoronaria (IC), como
suele ser el caso de los estudios de terapia génica cardiaca. Encontramos exposicién tisular dependiente de la dosis
en las muestras de tejido cardiaco comparable tanto para la administracién IV como IC de CDR132L (Fig. 36 a,b). La
actividad de CDR132L se confirmd mediante la reduccién dependiente de la dosis reciproca del nivel de miR-132
diana en comparacién con los animales de control no tratados. Hubo una fuerte correlacién inversa entre la
concentracion de antimiR-132 cardiaco y los niveles funcionales de miR-132 (Figura 36 ¢) independientemente de la
via de administracién. La vida media del compuesto en el tejido cardiaco se calcul6é en aproximadamente 3 semanas
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(Figura 36 d) y para el plasma se encontré una eliminacién bifasica del compuesto con una fase alfa rapida y una fase
beta larga (Figura 36 e).
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REIVINDICACIONES

Un oligonucleétido que comprende la secuencia de formula llI:
5'-dA*+T*dG*+G*dC*+T*dG*+ T*dA*
+G*dA*dC*dT*dG*+T*+T-3'

en donde dA es 2'desoxiadenosina, dG es 2'desoxiguanosina, dC es 2'desoxicitidina y T es timidina,

en donde +T es un bloque estructural LNA-T y +G es un bloque estructural LNA-G y en donde * es un enlace
fosforotioato,

para su uso en la prevencién o el tratamiento de un trastorno cardiaco en un sujeto humano, en donde el
trastorno cardiaco se selecciona de (i) insuficiencia cardiaca aguda o subaguda, (ii) insuficiencia cardiaca
crénica y/o crénica en empeoramiento, (iii) insuficiencia cardiaca estable, (iv) un estado menos avanzado de
insuficiencia cardiaca o de un estado avanzado de insuficiencia cardiaca, (v) insuficiencia cardiaca de etapa |
y/o Il de NYHA, de etapa |, Il y/o Il de NYHA o de etapa Il y/o IV de NYHA, y (vi) insuficiencia cardiaca derecha.

El oligonucleétido para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el sujeto humano padece insuficiencia
cardiaca y tiene una bomba implantada, opcionalmente un dispositivo de asistencia ventricular izquierda.

El oligonucleétido para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en donde el oligonucleétido se administrara
como tal o en donde el oligonucleétido se administrara conjugado a un resto heterdlogo.

El oligonucledtido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el
oligonucleétido se administrard en combinacién con (i) al menos un diurético, (ii) al menos un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina, (iii) al menos un betabloqueador, y opcionalmente (iv) un bloqueador del receptor de
angiotensina Il y (v) opcionalmente un inhibidor del canal If tal como ivabradina y opcionalmente (vi) un inhibidor
de neprilisina-receptor de angiotensina, y opcionalmente (vii) un inhibidor del cotransportador de glucosa 2 tal como
empagliflozina y dapagliflozina, y opcionalmente (viii) agentes terapéuticos de células madre, y opcionalmente (ix)
anti-miARN dirigidos a diferentes vias, y/u opcionalmente (x) un inhibidor de SGLT-2.

El oligonucleétido para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el sujeto humano padece de
insuficiencia cardiaca estable de origen isquémico.

El oligonucledtido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el
oligonucleétido se administrard a un sujeto humano en una dosis de aproximadamente 0,1 - 100 mg/kg de peso
corporal por aplicacién, particularmente en una cantidad de aproximadamente 3 - 10 mg/kg de peso corporal por
aplicacién, particularmente en donde el oligonucleétido se administrara por via parenteral, opcionalmente por
inyeccion o infusién, particularmente por inyeccién intravenosa o subcutédnea, o en donde el oligonucleétido se
administrara por via tépica.

El oligonucledtido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el
oligonucleétido se administrara a un sujeto humano en un régimen, seleccionado de:

- Administracién diaria

- Administracién cada segundo dia,
- Administracién cada tercer dia, y
- Administracién cada cuarto dia,

en donde el oligonucleétido se administrard por via parenteral, particularmente por inyeccién intravenosa o
subcutanea,

(i) en donde el oligonucleétido se administra en una dosis dependiente del peso corporal, particularmente en
una dosis de 0,01 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal, en una dosis de 0,02 mg/kg de peso
corporal a 10 mg/kg de peso corporal o en una dosis de 0,05 mg/kg de peso corporal a 5 mg/kg de peso corporal
por aplicacién; o

(i) en donde el oligonucleétido se administra en una dosis fija, particularmente en una dosis fija de 1 mg a 5000
mg, en una dosis fija de 2 mg a 1000 mg, o en una dosis fija de 5 mg a 500 mg por aplicacion.

El oligonucledtido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el
oligonucleétido se administrara a un sujeto humano en un régimen, seleccionado de:

- Administracién semanal,

- Administracién cada segunda semana,

- Administracién cada tercera semana,

- Administracién cada cuarta semana o cada mes,

- Administracién cada sexta semana,

- Administracién cada segundo mes,

- Administracién cada tercer mes,
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- Administracién cada sexto mes, y
- Administracién una vez al afio,
en donde el oligonucleétido se administrard por via parenteral, particularmente por inyeccién intravenosa o
subcutanea,
(i) en donde el oligonucleétido se administrara en una dosis dependiente del peso corporal, particularmente
en una dosis de 0,01 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal, en una dosis de 0,05 mg/kg de peso
corporal a 20 mg/kg de peso corporal, en una dosis de 0,1 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal
0 en una dosis de 3 mg/kg de peso corporal a 10 mg/kg de peso corporal por aplicacién; o
(i) en donde el oligonucleétido se administrard en una dosis fija, particularmente en una dosis fijade 1 mg a
5000 mg, en una dosis fija de 5 mg a 2000 mg o en una dosis fija de 10 mg a 1000 mg por aplicacién.

El oligonucleétido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 u 8, en donde el
oligonucleétido se administrara en una dosis inicial, opcionalmente 1 o 2 dosis iniciales, y subsecuentemente en al
menos una dosis de mantenimiento, que es diferente de la dosis inicial.

El oligonucleétido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 8 0 9, en donde el
oligonucleétido se administrara mediante un régimen basado en la demanda, que comprende particularmente las
etapas:
(i) medir la cantidad de miR-132 en una muestra de fluido corporal, opcionalmente en una muestra de sangre
total, suero o plasma u orina, de un sujeto que se trata con el oligonucledtido,
(i) administrar el oligonucleétido en una dosis y/o intervalo de tiempo entre dosis individuales segln se
determina de acuerdo con la cantidad medida de miR-132 en la etapa (i), particularmente en donde se
administra una nueva dosis del oligonucledtido si se encuentra que la cantidad de miR-132 en la muestra de
fluido corporal esta por encima de un valor predeterminado.

El oligonucledtido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 u 8-10, que comprende
determinar la cantidad y/o actividad de un marcador, particularmente un marcador cardiaco y/o uno fibrético, antes,
durante y/o después de la administracién del oligonucleétido, particularmente en donde el marcador se selecciona
de BNP, opcionalmente NT-proBNP, ANP, isoformas de cadena pesada de miosina, opcionalmente la relacion
MYH7/6, FoxO3 SERCA2, un marcador de deposiciéon de coldgeno y/o fibrético tal como colageno 1A1, colageno
1A2, colageno 3A1, propéptido C-terminal de procolageno de tipo | (PICP), y/o galectina-3 (Gal-3), y/o una
metaloproteinasa de matriz tal como la metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1) y/o la metaloproteinasa de matriz 2
(MMP-2), y mas particularmente en donde el marcador se selecciona de NT-proBNP, propéptido C-terminal de
procolageno de tipo | (PICP) y/o galectina-3 (Gal-3), y/o metaloproteinasa de matriz 1 (MMP-1).

El oligonucleétido para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende
determinar un parametro de ECG durante el ciclo de terapia particularmente seleccionado de la medicién del QRS,
ondas T, bloqueo de la rama izquierda del haz de His (LBBB) y/o bloqueo de la rama derecha del haz de His
(RBBB); y/o progresion R, antes, durante y/o después de la administracién del oligonucleétido.

Un oligonucleétido que comprende la secuencia de férmula ll1:

5'-dA*+T*dG*+G*dC*+ T*dG*+T*dA*

+G*dA*dC*dT*dG*+ T*+T-3'
en donde dA es 2'desoxiadenosina, dG es 2'desoxiguanosina, dC es 2'desoxicitidina y T es timidina,
en donde +T es un bloque estructural LNA-T y +G es un bloque estructural LNA-G y en donde * es un enlace
fosforotioato,
para su uso en la prevencién o el tratamiento de un trastorno fibrético, en donde el oligonucleétido se
administrara en una dosis inicial, opcionalmente 1 o 2 iniciales, y subsecuentemente en al menos una dosis de
mantenimiento, que es diferente de la dosis inicial.

Un oligonucledtido para el uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el trastorno fibrético es fibrosis
cardiaca, fibrosis hepética o fibrosis pulmonar.

Un método para monitorear la eficacia de la prevencién o el tratamiento con un oligonucleétido para el uso de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-14,

en donde el método comprende determinar los niveles de miR-132 circulante en una muestra seleccionada de
sangre, plasma, suero o fracciones de estos de un sujeto al que se ha administrado el oligonucleétido, en donde
la determinacién se lleva a cabo una o varias veces durante el ciclo de terapia, en donde una reduccién de miR-
132 después de la administracidon del oligonucleétido es un indicio de tratamiento exitoso.

El método de la reivindicaciéon 15, en donde en base al resultado de la determinacién, se lleva a cabo al menos
una de las siguientes etapas:

(i) determinar si el sujeto a tratar es un respondedor a la terapia,

(ii) ajustar la dosis del oligonucleétido a administrar, y

(iii) ajustar el intervalo de tiempo del oligonucledtido a administrar.
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Figura 11
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Figura 14
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Figura 18
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Figura 38
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